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Das Pansenepithel der Wiederkäuer ist einer permanenten Belastung durch hohe Konzentrationen
intraruminal freigesetzter Säuren ausgesetzt. So werden durch den mikrobiellen Abbau von
Kohlenhydraten enorme Mengen kurzkettiger Fettsäuren (überwiegend Azetat, Propionat und Butyrat)
produziert. Die Gesamtkonzentration der intraruminalen kurzkettigen Fettsäuren (SCFA = short-chain
fatty acids) schwankt zwischen 60 und 150 mM (Bergman 1990; Kristensen et al. 1996). Neben den
SCFA stellt CO2 eine weitere “Säure“ des Panseninhaltes dar. Aufgrund des hohen Zustroms von
Bikarbonat mit dem Speichel und der Entstehung von CO2 aus der bakteriellen Fermentation kann der
intraruminale pCO2 Werte bis 85 kPa, d.h. etwa das 20-fache des pCO2 im Blut, erreichen (Counotte
1981). Da SCFA und CO2 sehr lipophile Substanzen sind, können sie die Zellmembran des
Pansenepithels leicht durchdringen, was letztendlich zu einer intrazellulären Ansäuerung führt. Folglich
müssen Protonen schnell und effizient aus dem Zytosol des Pansenepithels eliminiert werden, um die
Homöostase des intrazellulären pH-Wertes (pHi) aufrechtzuerhalten. 
Trotz der vom Panseninhalt ausgehenden hohen Säurebelastung wurde die Regulation des
intrazellulären pH-Wertes von Pansenepithelzellen bisher noch nicht eingehend charakterisiert.
Untersuchungen an anderen Zellarten haben gezeigt, dass ein Na+/H+-Austauscher eine tragende Rolle
bei der Stabilisierung des intrazellulären pH-Wertes nach intrazellulärer Azidifizierung spielt (Köttken
et al. 1994; Teleky et al. 1994; Kenyon et al. 1997). Hinsichtlich des Pansenepithels wurde das
Vorhandensein eines Na+/H+-Austauschers im Zusammenhang mit der Absorption von Na+
nachgewiesen (Chien und Stevens 1972; Gäbel et al. 1991; Martens et al. 1991). So gibt es Hinweise,
dass ein apikaler Na+/H+-Austauscher durch SCFA (Gäbel et al. 1991; Sehested et al. 1996) und
CO2 (Gäbel et al. 1991) angeregt wird, was zu einem erhöhten transepithelialen Na
+-Transport führt.
Bei vielen Zellarten sind aber neben dem Na+/H+-Austauscher noch verschiedene HCO3
--
Transportsysteme bedeutend für die pHi-Gegenregulation nach intrazellulärer Ansäuerung (Köttken et
al. 1994; Teleky et al. 1994; Kenyon et al. 1997). Beim Pansenepithel weisen allerdings nur
Fluxstudien auf die Existenz eines Cl-/HCO3
--Austauschers (Chien und Stevens 1972; Würmli et al.
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1987; Kramer et al. 1996) und/oder eines SCFA-/HCO3
--Austauschers (Kramer et al. 1996) hin.
Neben der Belastung durch extrazelluläre Säuren stellt der intraepitheliale Katabolismus kurzkettiger
Fettsäuren - daraus deckt das Pansenepithel seinen hohen Energiebedarf - ein weiteres Problem dar.
Hierbei entstehen (neben CO2) Laktat, ß-Hydroxybutyrat sowie Azetoazetat. Da diese Säuren eine
geringe Lipophilität besitzen und damit schlecht permeabel für Zellmembranen sind, stellen sie eine
ständige Quelle einer intrazellulären Übersäuerung dar. Von anderen Epithelzellen ist bekannt, dass
diese einen H+/Monokarboxylat-Kotransporter (MCT) ausbilden (Bonanno 1990; Orsenigo et al.
1996). Der MCT überführt intrazellulär akkumulierte Monokarboxylsäuren zusammen mit Protonen
nach extrazellulär und entlastet somit die Zellen von den sauren Kataboliten. 
Aus diesen Befunden ergeben sich folgende Fragestellungen:
So konzentrierten sich die bisherigen Untersuchungen an ruminalen Säure-Basen-Transportsystemen
vorwiegend auf deren Beteiligung an der Absorption von NaCl und SCFA. Die Frage nach der
Beteiligung bzw. der Rolle dieser Mechanismen an der Regulation des intrazellulären pH-Wertes von
Pansenepithelzellen blieb dabei weitgehend ungeklärt. Deshalb war es zunächst das Ziel der
vorliegenden Arbeit, die pHi-Regulation von Pansenepithelzellen zu charakterisieren. Speziell sollten
dabei untersucht werden, welche Säure-Basen-Transportsysteme nach intrazellulärer Übersäuerung
aktiviert werden, um die Aufrechterhaltung der pHi-Homöostase zu gewährleisten. Weiterhin sollte der
Einfluß von extrazellulären SCFA und von CO2 auf intrazellulären pH-Wert charakterisiert werden.
Neben der Darstellung der unspezifischen Mechanismen der Regulation des pHi, ist die Frage, wie das
Pansenepithel mit einem für sich spezifischen Problem - der hohen endogenen Belastung durch
Monokarboxylsäuren - umgeht. 
Am Pansenepithel ist aber bisher weder der Einfluss von Monokarboxylsäuren auf den pHi noch
mögliche Transportsysteme dieser schlecht permeablen Säuren charakterisiert worden. Obwohl
andere Säure-Base-Transportsysteme (s.o.) kurzfristig den intrazellulären pH-Wert konstant halten
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können, sind sie nicht in der Lage, die Zelle während der intraepithelialen Verstoffwechselung der
SCFA von den entstehenden sauren Kataboliten zu befreien. Daher sollte der zweite Teil der Arbeit
erste Erkenntnisse über die Existenz sowie Beteiligung eines MCT an der pHi-Regulation von
Pansenepithelzellen nach Belastung durch Laktat bringen. 
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2 LITERATURÜBERSICHT
2.1 Bedeutung der pHi-Regulation für das Pansenepithel
2.1.1 Intraruminale Produktion von kurzkettigen Fettsäuren und CO2 
Produktion und Aufnahme von SCFA
Die kurzkettigen Fettsäuren Azetat, Propionat und Butyrat sind die Endprodukte des mikrobiellen
Abbaus von Polysacchariden im Pansen (Counotte 1981; Bugaut 1987; Bergman 1990). Anders als
bei Monogastriern stellen sie die Hauptenergiequelle (70-80% des täglichen Energiebedarfs) für den
Wiederkäuer dar (Bugaut 1987; Bergman 1990). Die Gesamtkonzentration der ruminalen SCFA
hängt von der Art, der Menge sowie dem Zeitpunkt der Fütterung ab. Sie unterliegt dabei
Schwankungen zwischen 60-150 mM und kann Maximalwerte bis zu 200 mM erreichen (Gäbel 1988;
Bergman 1990). Pro Kilogramm aufgenommener Trockenmasse werden ca. 5 Mol SCFA gebildet.
Das Verhältnis der drei wichtigsten SCFA Azetat, Propionat und Butyrat ist ebenfalls abhängig von
der Art der Fütterung und beträgt ca. 70:20:10 bei Heufütterung und ca. 50:35:15 bei Fütterung von
Kraftfutter (Bergman 1990; Rémond et al. 1995). 
Kurzkettige Fettsäuren sind die quantitativ wichtigsten Protonenträger im Pansen. Aufgrund ihrer
Lipophilität können undissoziierte SCFA gut durch biologische Membranen permeieren und stellen
somit eine permanente Belastung des intrazellulären pH-Wertes der Pansenepithelzellen dar. Des
Weiteren existieren Hinweise, dass die Membran von Pansenepithelzellen auch für dissoziierte SCFA
permeabel ist. So zeigten Transportstudien von Kramer et al. (1996), dass SCFA-Anionen mittels
eines Cl-/HCO3
--Austauschers oder eines SCFA-/HCO3
--Austauschers in die Zelle transportiert
werden können. Beide Transportwege führen ebenfalls zu einer Azidifizierung des Zytosols, da
intrazelluläres HCO3
- (pK . 6,1) durch extrazelluläre SCFA-Anionen (pK . 4,8) ersetzt wird, was
letztendlich zu einer Reduzierung der intrazellulären Pufferkapazität führt (Gäbel und Sehested 1997).
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Produktion und Aufnahme von CO2
Infolge des fermentativen Abbaus der Kohlenhydrate im Pansen fallen große Mengen an CO2 an. Die
Produktion dieses Pansengases liegt mit 5 Mol/kg aufgenommener Trockenmasse ähnlich hoch wie die
Gesamt-SCFA-Produktion (Czerkawski 1986). Im Zusammenhang mit dem hohen Einstrom von
HCO3
- über den Speichel kann der intraruminale pCO2 Werte bis 85 kPa, ca. das 20-fache des pCO2
im Blut, erreichen (Counotte 1981). 
CO2 kann sehr gut über die Membran der meisten Zellen diffundieren. Dies wurde speziell für das
Pansenepithel in Untersuchungen von Ash und Dobson (1963) gezeigt. Da von Gálfi et al. (1981) ein
Karboanhydrase-Isoenzym in Pansenepithelzellen nachgewiesen werden konnte, geht man am
Pansenepithel, wie auch an anderen Epithelien (Tobey et al. 1993; Teleky et al. 1994), von folgendem
Modell aus:
1) Extrazelluläres CO2 diffundiert in die Zelle.
2) Die im Zytosol lokalisierte Karboanhydrase katalysiert die Hydrierung von CO2 zu H2CO3.
3) H2CO3 dissoziiert in H
+ und HCO3
-.
4) Der Anstieg der intrazellulären H+-Konzentration führt letzendlich zu einem Absinken des pHi.
Basierend auf diesem Modell erklären Gäbel et al. (1991) die Aktivierung eines Na+/H+-Austauschers
nach Erhöhung des extrazelluären pCO2, die sie in Ussing-Kammer-Untersuchungen am isolierten
Pansenepithel feststellten. 
2.1.2 Intrazellulärer SCFA-Metabolismus - intrazelluläre Akkumulation von
Monokarboxylsäuren und CO2
Wie unter 2.1.1 erwähnt, sind SCFA die Hauptenergiequelle für Wiederkäuer. Einen besonders hohen
Energieverbrauch hat dabei der Vormagen, insbesondere das Vormagenepithel. Mit einem Anteil von
nur etwa 4% der Körpermasse verbraucht der Vormagen zwischen 10-15% der Gesamtenergie
(Britton und Krehbiel 1993; Rémond et al. 1995; Kristensen et al. 1998). Dieser hohe Energiebedarf
wird durch den intraepithelialen Abbau kurzkettiger Fettsäuren gedeckt. Die SCFA werden dabei in
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unterschiedlichem Maße metabolisiert. Azetat wird demnach zu 18-30%, Propionat zu 30-70% und
Butyrat zu 74-90% verstoffwechselt (Bugaut 1987; Britton und Krehbiel 1993; Rémond et al. 1995).
Propionat wird im Pansenepithel dabei vorwiegend zu Laktat und CO2 abgebaut, wobei auch geringe
Anteile zu Pyruvat und Alanin umgesetzt werden (Britton und Krehbiel 1993; Rémond et al. 1995).
Azetat und Butyrat werden intraepithelial vorwiegend zu CO2 und Ketonkörpern abgebaut (Bugaut
1987; Britton und Krehbiel 1993; Rémond et al. 1995). Während Azetat in erster Linie meist
vollständig zu CO2 oxidiert, wird Butyrat via Azetoazetyl-CoA vorwiegend zu Azetoazetat und ß-
Hydroxybutyrat umgewandelt (Rémond et al. 1995). 
Aufgrund des geringen intraruminalen Angebotes an Glukose ist die Nutzung der kurzkettigen
Fettsäuren zur Energiegewinnung sinnvoll. Gleichzeitig stellt der intraepitheliale Metabolismus der
Säuren die Pansenepithelzellen aber vor Probleme, da der Abbau der SCFA zur intrazellulären
Akkumulation der Metaboliten Laktat, ß-Hydroxybutyrat (ßHOB) und Azetoazetat (AzAz) führt. Da
sich diese Monokarboxylsäuren durch eine geringe Lipophilität (siehe Tab. 1) auszeichnen, sind sie
nicht bzw. nur in sehr geringem Maße befähigt, passiv über die Zellmembran zu diffundieren.
Gleichzeitig weisen sie sehr niedrige pK-Werte auf (siehe Tab. 1), was bedeutet, dass nach der
Henderson-Hasselbalch-Gleichung 




über 99% dissoziiert als Anionen vorliegen (bei pHi 7,2-7,4). Aufgrund dieser ungünstigen
Eigenschaften der im Zuge des SCFA-Katabolismus entstehenden Säuren sind Pansenepithelzellen der
ständigen Gefahr einer intrazellulären Übersäuerung ausgesetzt.
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Laktat 3,8 * - 0,62
ßHOB   4,4 ** - 0,23
Azetoazetat   3,6 ** ?
Butyrat 4,8 *   0,79
*     Aus Poole und Halestrap (1993)
**   Aus Petrides (1998)
***   KOkt/H2O: Oktanol/Wasserverteilungskoeffizient aus Leo et al. (1971)
Neben den Monokarboxylsäuren ist das aus dem intrazellulären Katabolismus der SCFA anfallende
CO2 hinsichtlich der pHi-Homöostase ebenfalls als problematisch anzusehen. Aufgrund der
zytosolischen Karboanhydrase (Gálfi et al. 1981) wird CO2 zu H2CO3 hydriert. Die anschließende
Dissoziation der Säure führt zur Anhebung der Konzentration an freien Protonen und damit zu einer
Ansäuerung des Zytoplasmas. 
2.2 Potentielle pHi-Regulationsmechanismen von Pansenepithelzellen
Obwohl es bisher keine direkten Untersuchungen zur Regulation des intrazellulären pH-Wertes von
Pansenepithelzellen gibt, wurden einige potentielle pHi-Regulationsmechanismen im Zusammenhang mit
der SCFA-Resorption sowie dem Transport von Na+ und Cl- über das Pansenepithel charakterisiert.
Na+/H+-Austauscher
Untersuchungen von Dobson (1959) und Stevens (1964) zeigten erstmalig, dass Natrium aktiv über
das Pansenepithel transportiert werden kann. Die beteiligten Transportmechanismen konnten dabei
allerdings noch nicht genau charakterisiert werden. Aufgrund von Ionensubstitutions-Experimenten von
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Chien u. Stevens (1972) ergaben sich erste Hinweise auf die Aktivität eines ruminalen Na+/H+-
Austauschers. Diese Hinweise konnten in Ussing-Kammer-Versuchen am isolierten Pansenepithel des
Schafes von Martens et al. (1991) und von Gäbel et al. (1991) bestätigt werden. In den
Untersuchungen von Gäbel et al. (1991) wurde eine stimulierende Wirkung kurzkettiger Fettsäuren auf
den Transport von Natrium über das Pansenepithel beobachtet. Die mukosale Zugabe von 1 mM
Amilorid, einem Hemmstoff des Na+/H+-Austausches (Noël und Pouysségur 1995), verminderte den
SCFA-stimulierten Natriumtransport. Eine stimulierende Wirkung kurzkettiger Fettsäuren auf den
Natriumtransport demonstrierte Gäbel (1988) auch in vivo am gewaschenen, vorübergehend isolierten
Retikulorumen. 
Die Stimulation des Natriumtransports über das Pansenepithel in Anwesenheit von SCFA wird von
Gäbel und Sehested (1997) durch Aktivierung eines in der apikalen Zellmembran lokalisierten
Na+/H+-Austauschers erklärt. Die Autoren diskutieren hierzu verschiedene Wege der Stimulation des
Transporters:
1) Undissoziierte kurzkettige Fettsäuren diffundieren über die Zellmembran. Aufgrund ihres niedrigen
pK-Wertes dissoziieren die Säuren in Anionen und H+, wobei die freiwerdenden Protonen zu einem
Absinken des intrazellulären pH-Wertes führen. Der pHi-Abfall steigert die Aktivität des Na
+/H+-
Austauschers, entweder direkt durch Erhöhung des Protonengradienten über die Zellmembran oder
indirekt durch Anlagerung an die intrazelluläre allosterische Bindungsstelle des Na+/H+-Austauschers.
2) Am Pansenepithel existiert ein Anionenaustauscher, der SCFA-Anionen im Austausch gegen
HCO3
- in die Zelle befördert (Kramer et al.1996). Da hierbei intrazelluläres HCO3
- (pK . 6,1) durch
SCFA-Anionen (pK .  4,8) ersetzt wird, kommt es zu einem Absinken der intrazellulären
Pufferkapazität. Der damit verbundene Abfall des intrazellulären pH-Wertes könnte den Na+/H+-
Austauscher antreiben.
3) Im Zuge des intrazellulären Katabolismus der kurzkettigen Fettsäuren entsteht CO2 (Bugaut 1987).
Die im Zytosol lokalisierte Karboanhydrase katalysiert die Hydrierung von CO2 zu H2CO3, die
anschließend in H+ und HCO3
- dissoziiert. Die Anhebung der intrazellulären Protonenkonzentration
9Literaturübersicht
könnte ebenfalls den Na+/H+-Austauscher stimulieren.
Cl-/HCO3--Austauscher und SCFA-/HCO3--Austauscher
Wie unter 2.1.1 (Produktion und Aufnahme von CO2) dargelegt, sind biologische Membranen für CO2
sehr gut permeabel. Der hohe pCO2 im Pansen (Counotte 1981) und der hohe Gehalt des
Pansenepithels an Karboanhydrase (Stevens und Stettler 1967) führen zu einer intrazellulären
Anreicherung von H2CO3, die schnell in H
+ und HCO3
- dissoziiert. Dieser Prozess könnte nicht nur
den Na+/H+-Austauscher antreiben und damit die Natriumresorption, sondern aufgrund der parallelen
Bildung von HCO3
- auch den Cl-/HCO3
--Austauscher und damit den Chloridtransport über das
Epithel. Auf der Grundlage dieses Modells diskutieren Chien und Stevens (1972) und Martens und
Gäbel (1988) die Verminderung des Na+- und Cl--Transports nach Entfernung von CO2/HCO3
-,
sowie Gäbel et al. (1991) die stimulierende Wirkung einer Erhöhung des pCO2 auf den
Chloridtransport. Für das Vorhandensein eines Cl-/HCO3
--Austauschers spricht außerdem, dass
Azetazolamid, ein Hemmstoff der Karboanhydrase, zu einer Reduktion des Chloridtransports führt
(Chien und Stevens; EmanoviÉ et al. 1976). Nitrat, das den Cl-/HCO3--Austauschers hemmt (Aronson
und Seifter 1984), verringerte ebenfalls den Chloridtransport am Pansen des Schafes (Würmli et al.
1987). 
Weitere Untersuchungsergebnisse deuten auf eine enge Beziehung zwischen Chlorid- und SCFA-
Transport hin. So reduzierte 4,4!-Diisothiocyanatostilben-2,2!-Disulfonsäure (DIDS), das als
Hemmstoff von HCO3
--Austauschern bekannt ist (Lepke et al. 1976), den Chlorid- und SCFA-
Transport über das isolierte Pansenepithel des Schafes (Kramer et al. 1996). Eine Erhöhung der
Propionatkonzentration verminderte den Chloridflux, eine Erhöhung der Chloridkonzentration
verminderte andererseits den Transport von Propionat (Michelberger 1994). Aus diesen Befunden
schlussfolgern Michelberger (1994), Kramer et al. (1996) und Gäbel und Sehested (1997):




b) dass parallel zwei Anionenaustauscher, ein Cl-/HCO3
--Austauscher und ein SCFA-/HCO3--
Austauscher, am Pansenepithel existieren.
Die unter 2.2 beschriebenen Befunde hinsichtlich potentieller pHi-Regulationsmechanismen sind
Ergebnisse aus reinen Transportuntersuchungen. Da bisher keine direkten Untersuchungen über die
Beteiligung dieser Säure-Base-Transportsysteme an der Regulation des intrazellulären pH-Wertes
vorliegen, wird in der folgenden Literaturübersicht auf Untersuchungen an anderen Zellarten,
insbesondere an Epithelzellen, eingegangen.
2.3 pHi-Regulation anderer Zellarten
2.3.1 Na+/H+-Austauscher
Struktur, Funktionen, Hemmstoffe und Isoformen
Alle bisher bekannten Isoformen des Na+/H+-Austauschers (NHE) sind integrierte Membranproteine
aus ca. 800 Aminosäuren, die sich aus transmembranären Domänen und einer zytoplasmatischen
Domäne zusammensetzen (Wang et al. 1993; Tse et al. 1993; Noël und Pouysségur 1995). Die
Aktivität eines Na+ /H+-Austauschers wurde in beinahe allen bisher untersuchten Zellarten
nachgewiesen. Während die als NHE1 bezeichnete Isoform ubiquitär exprimiert ist, wurden in
polarisierenden Epithelzellen neben dem NHE1, die Isoformen NHE2, NHE3 und NHE4
nachgewiesen (Noël und Pouysségur 1995). Die epithelspezifischen Isoformen (NHE2, NH3 und
NHE4) sind dabei in der apikalen Membran lokalisiert, der NHE1 befindet sich in der basolateralen
Membran polarisierender Epithelzellen.
Der Na+/H+-Austauscher katalysiert den elektroneutralen Austausch von extrazellulärem Na+ für
intrazelluläre H+ im Verhältnis 1:1. Die Antriebskräfte des NHE sind einerseits der durch die Aktivität
der Na+/K+-ATPase bedingte, nach intrazellulär gerichtete Na+-Gradient und andererseits die
intrazelluläre H+-Konzentration (Noël und Pouysségur 1995; Noël et al. 1996). Neben einer
extrazellulären Bindungsstelle für Natrium und einer intrazellulären Bindungsstelle für Protonen existiert
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eine weitere Bindungsstelle, die sogenannte “Modifier site“ oder “H+-Sensor“ (Aronson et al. 1982;
L&Allemain et al. 1984; Takaichi et al. 1993; Wakabayashi et al. 1992). Intrazelluläre Protonen sollen
hierbei als allosterische Aktivatoren des Transportproteins fungieren. Ein Absinken des intrazellulären
pH-Wertes würde demzufolge den Na+/H+-Austauscher aktivieren. Auf diese Weise würden vermehrt
Protonen aus dem Zytoplasma entfernt werden, wodurch sich der intrazelluläre pH-Wert wieder
normalisiert. Gleichzeitig bewirkt die Aktivierung des NHE auch eine vermehrte Na+-Aufnahme in die
Zelle. Die “Modifier site“ oder “H+-Sensor“ schützt die Zelle außerdem vor einer Alkalisierung, da es
beim Abfall der zytoplasmatischen H+-Konzentration zu einer Inaktivierung des Na+/H+-Austauschers
kommt.
Ein spezifisches Charakteristikum aller NHE-Isoformen ist ihre Hemmbarkeit mit Amilorid, bestimmten
Amiloridanaloga wie 5-(N, N-Dimethyl)-Amilorid (DMA), 5-(N-Methyl-N-Isobutyl)-Amilorid
(MIA), 5-(N-Ethyl-N-Isopropyl)-Amilorid (EIPA) sowie mit der von Hoechst entwickelten Substanz
HOE-694 (Noël und Pouysségur 1995). Die Sensitivität der NHE-Isoformen gegenüber diesen
Hemmstoffen nimmt dabei in der Reihenfolge NHE1 > NHE2 > NHE3 ab (Noël und Pouysségur
1995). 
Die physiologischen Aufgaben des Na+/H+-Austauschers bestehen in der Regulation des intrazellulären
pH-Wertes und des Zellvolumens, wobei diese Funktionen vorrangig der NHE1-Isoform
zugeschrieben werden (Noël und Pouysségur 1995). Die epithelspezifischen Isoformen NHE2, NHE3
und NHE4 sollen hingegen primär auf den transepithelialen Transport von NaCl spezialisiert sein (Noël
und Pouysségur 1995).
pHi und Na+/H+-Austauscher
Der Na+/H+-Austauscher ist der Haupt-pHi-Regulationsmechanismus in Abwesenheit von
HCO3
-. Diese Rolle des Na+/H+-Austauschers zeigte sich in Untersuchungen der Regulation des
intrazellulären pH-Wertes an verschiedensten Zellarten (Sundaram et al. 1991; Busche et al. 1993;
Köttken et al. 1994; Teleky et al. 1994; Kenyon et al. 1997). 
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Zur Charakterisierung des Na+/H+-Austauschers und seiner Beteiligung an der Regulation des
intrazellulären pH-Wertes wurden die untersuchten Zellen mit der sogenannten NH4
+/NH3-
Präpulstechnik azidifiziert. Wenn die Zellen in eine NH4
+/NH3-haltige Lösung überführt werden,
diffundiert die lipophile schwache Base NH3 schnell in die Zelle, wobei der pHi sprunghaft ansteigt
(Boron und De Weer 1976). Anschließend kommt es zu einer langsamen pHi-Gegenregulation,
welche durch die Diffusion von NH4
+ in die Zelle und durch Hemmung bzw. Aktivierung verschiedener
pHi-Regulationssysteme bedingt ist (Boron und De Weer 1976). Nach Entfernung des extrazellulären
NH4
+/NH3 fällt der intrazelluläre pH-Wert sprunghaft ab, da intrazelluläres NH3 schnell nach
extrazellulär diffundiert und die Protonen in der Zelle “gefangen“ werden. Die darauffolgende pHi-
Gegenregulation wurde mit verschiedenen Hemmstoffen des Na+/H+-Austauschers (siehe oben)
blockiert. Mit Hilfe dieser Methode wiesen Sundaram et al. (1991) die Aktivität eines pHi-
regulierenden Na+/H+-Austauscher an Krypten- und Villuszellen des Kaninchenileums nach, Köttken
et al. (1994) an humanen Kolonkarzinomzellen (HT29) und Teleky et al. (1994) an humanen
Kolonozyten. Busche et al. (1993) und Tønnessen et al. (1990) charakterisierten die Rolle des
Na+/H+-Austauschers für die pHi-Regulation mittels Ionensubstitution bzw. Zugabe von Hemmstoffen
ohne vorherige intrazelluläre Ansäuerung. Untersuchungen von Busche et al. (1997) und Montrose und
Chu (1997) an Kolonepithelzellen zeigten außerdem, dass die pHi-Recovery nach intrazellulärer
Azidifizierung durch SCFA ebenfalls über die Aktivierung eines Na+/H+-Austauschers vermittelt ist.
An verschiedenen polarisierenden Epithelzellarten wurde die Aktivität eines pHi-regulierenden
Na+/H+-Austauschers vorrangig an der basolateralen Seite der Zellmembran vorgefunden. Dies zeigte
sich in Untersuchungen an Zäkum und Kolon des Meerschweinchens (Busche et al. 1997), an renalen
Epithelzelllinien (Montrose et al. 1987; Vilella et al. 1992) sowie an der humanen Kolonepithel-Zelllinie
HT29 cl.19A (Busche et al. 1993). 
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2.3.2 HCO3--Transportsysteme
Intrazelluläres Bikarbonat ist im Äquilibrium mit intrazellulären Protonen und CO2 und fungiert somit als
intrazelluläres Puffersystem. Das heißt, dass die Aufnahme von Bikarbonat in die Zelle die
Pufferkapazität und damit den pHi erhöht, während die Ausschleusung von HCO3
- die intrazelluläre
Pufferkapazität senkt und damit den pHi vermindert. Der Transport von Bikarbonat ist somit immer
direkt an die Regulation des intrazellulären pH-Wertes gebunden. Im Gegensatz zu CO2, das sehr gut
passiv über die Zellmembran diffundieren kann, benötigt Bikarbonat spezielle Transportmechanismen,
um biologische Membranen zu überwinden. In pHi-Untersuchungen an verschiedenen Zellarten
wurden bisher drei HCO3
--Transportsysteme nachgewiesen: ein Cl-/HCO3
--Austauscher, ein Na+-
HCO3
--Kotransporter und ein Na+-abhängiger Cl-/HCO3
--Austauscher (Na+-HCO3
-/Cl--Austauscher)
(Tønnessen e al. 1990; Busche et al. 1993; Lubman et al. 1995; Ainsworth et al. 1998). Ein
gemeinsames Charakteristikum der HCO3
--Transporter ist ihre Hemmbarkeit durch Stilbenderivate
wie 4,4!-Diisothiocyanatostilben-2,2!-Disulfonsäure (DIDS) und 4,4!-Diisothiocyanatodihydrostilben-
2,2!-Disulfonsäure (H2DIDS) (Lepke et al. 1976).
Cl-/HCO3--Austauscher
Der Transporter vermittelt den Austausch von extrazellulärem Chlorid gegen intrazelluläres Bikarbonat.
Die Stöchiometrie dieses Austausches beträgt 1:1. Die Richtung des Transports ist bestimmt durch den
Konzentrationsgradienten der Substrate entlang der Zellmembran. Unter physiologischen Bedingungen
ist der nach intrazellulär gerichtete Cl--Gradient höher ist als der nach intrazellulär gerichtete HCO3
--
Gradient. Der Cl-/HCO3
--Austauscher arbeitet daher als zellazidifizierendes System. 
Die Aktivität eines zellazidifizierenden Cl-/HCO3
--Austauschers wurde an isolierten Krypten- und
Villuszellen des Kaninchenileums (Sundaram et al. 1991) und an Ösophagusepithelzellen des
Kaninchens (Tobey et al. 1993) demonstriert. In diesen pHi-Untersuchungen wurden die Zellen mittels
Propionat- bzw. CO2/HCO3
--Präpuls alkalisiert. Die anschließende pHi-Recovery konnte durch
Zugabe von DIDS oder durch die Entfernung von extrazellulärem Cl- fast vollständig gehemmt werden.
In ähnlichen Versuchsansätzen wurde die Bedeutung des Cl-/HCO3
--Austauschers für die Regulation
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des basalen pHi sowie für die pHi-Recovery nach intrazellulärer Alkalisierung in Zäkum- und
Kolonepithelzellen des Meerschweinchens (Busche et al. 1993), in HT29 Kolonkarzinomzellen
(Köttken et al. 1994) und in Verozellen (Affennierenzellen) (Tønnessen et al. 1990) charakterisiert.
Na+-HCO3--Kotransporter
Unter physiologischen Bedingungen ist der Konzentrationsgradient sowohl für Natrium als auch für
Bikarbonat nach intrazellulär gerichtet. Der Na+-HCO3
--Kotransporter vermittelt somit den Transport
von extrazellulärem Na+ gekoppelt mit extrazellulärem HCO3
- nach intrazellulär. Aufgrund des nach
intrazellulär gerichteten HCO3
--Transports fungiert dieses Transportsystem somit als zellalkalisierendes
System. Zur Stöchiometrie gibt es bisher unterschiedliche bzw. keine Angaben. Untersuchungen von
Bonanno und Giasson (1992) an Korneaendothelzellen des Rindes deuten auf einen elektrogenen
zellalkalisierenden Na+-HCO3
--Kotransport, mit einer Stöchiometrie von 1Na+:nHCO3
- (n # 2).
Teleky et al. (1994) zeigten Existenz und Bedeutung eines zellalkalisierenden Na+-HCO3
--
Kotransporters für die pHi-Regulation in Kolonozyten des Menschen. Die Autoren charakterisierten
den Transportmechanismus mittels Ionensubstitutionsversuchen als HCO3
--, Na+-abhängig und Cl--
unabhängig. Die Aktivität des Transports konnte nach vorausgehender Säurebeladung durch CO2 in
diesen pHi-Studien mittels H2DIDS gehemmt werden. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde der
zellalkalisierende Mechanismus eindeutig als Na+-HCO3
--Kotransporter identifiziert, und konnte somit
von anderen HCO3
--Transportmechanismen abgegrenzt werden. Außerdem fungierte der Na+-
HCO3
--Kotransporter als zellalkalisierendes System, d.h. pHi-Gegenregulation nach intrazellulärer
Säurebelastung, in Duodenalzellen des Menschen (Ainsworth et al. 1998), in Krypten- und Villuszellen




Die Funktion des Na+-abhängigen Cl-/HCO3
--Austauschers für die Regulation des intrazellulären pH-
Wertes ergibt sich ebenfalls aus den Konzentrationsgradienten der beteiligten Ionen über die
Zellmembran. Da der einwärts gerichtete Na+-Gradient zusammen mit dem nach intrazellulär
gerichteten HCO3
--Gradienten den einwärts gerichteten Cl--Gradienten übersteigen, transportiert
dieses System extrazelluläres Na+ und HCO3
- im Austausch mit intrazellulärem Cl- in die Zelle. Der
Na+-abhängige Cl-/HCO3
--Austauscher vermittelt somit, im Gegensatz zum Na+-unabhängigen
Cl-/HCO3
--Austauscher (siehe oben), eine Alkalisierung des Zytosols. Hinsichtlich der Stöchiometrie
des Ionenaustausches gibt es bisher wenig Aussagen. Untersuchungen von Olsnes et al. (1990) geben
Hinweise auf einen elektroneutralen 1Na+-2HCO3-/1Cl--Austausch.
Zur Charakterisierung des Transporters führten unterschiedliche Arbeitsgruppen
Ionensubstitutionsexperimente durch. Zusätzlich testeten die Autoren die Sensibilität des Austauschers
gegenüber DIDS. In derartigen Versuchen fanden Tønnessen et al. (1990) und Olsnes et al. (1987)
einen zellalkalisierenden, DIDS-sensitiven HCO3
--Transportmechanismus in Verozellen, der
gleichzeitig an den Transport von Na+ in die Zelle sowie Cl- aus der Zelle gekoppelt war. Der Ersatz
von Na+ in der Inkubationslösung hemmte die pHi-Gegenregulation nach intrazellulärer Ansäuerung in
Anwesenheit von HCO3
-. Die Na+- und HCO3
--abhängige pHi-Recovery war in Cl
--depletierten
Zellen blockiert und sensitiv gegenüber DIDS. In gleichen Versuchsansätzen wiesen Köttken et al.
(1994) und Tobey et al. (1993) die Existenz eines Na+-abhängigen Cl-/HCO3
--Austauschers in HT29
Kolonkarzinomzellen bzw. Ösophagusepithelzellen des Kaninchens nach. So hat der Na+-HCO3
-/Cl--
Austauscher z.B. eine bedeutende Rolle in der pHi-Recovery von Ösophagusepithelzellen während




Im Gegensatz zu den unter 2.3.1 und 2.3.2 beschriebenen basalen pHi-Regulationsmechanismen
wurde der H+/Monokarboxylat-Kotransporter (MCT) bisher weit weniger intensiv untersucht. Bis
1998 waren 3 Isoformen des MCT bekannt und hinsichtlich Substratspezifität, Kinetik sowie
Hemmstoffspezifität in verschiedenen Zelltypen untersucht worden. Price et al. (1998) wiesen auf
molekularbiologischer Ebene die Existenz 4 weiterer Isoformen des MCT nach. Die Charakterisierung
der kinetischen Parameter, der Substrat- und Hemmstoffspezifität der als MCT4-MCT7 bezeichneten
Monokarboxylat-Transporter steht allerdings noch offen.
Für viele Zellarten wie Erythrozyten, weiße Muskelzellen oder Tumorzellen mit wenigen oder keinen
Mitochondrien ist Laktat ein Endprodukt der intrazellulären Glykolyse und muss daher aus der Zelle
eliminiert werden (Poole und Halestrap 1993). Anderen Zellarten, die Laktat als Substrat nutzen, wie
Kardiozyten, Skelettmuskelzellen, Leber- und Nierenzellen, müssen Laktat in die Zelle aufnehmen
(Poole und Halestrap 1993). Daher wurde anfangs vorrangig der Transport von Laktat untersucht und
der Transporter als H+/Laktat-Transporter bezeichnet. Da weitere Untersuchungen zeigten, dass der
Transporter keine hohe Spezifikation besitzt, sondern generell unverzweigte, aliphatische
Monokarboxylsäuren mit Kettenlängen von C2-C5 akzeptiert (Poole und Halestrap, 1993; Wang et
al., 1996), wurde er später als H+ /Monokarboxylat-Kotransporter (MCT) bezeichnet. Der MCT
transportiert dabei Monokarboxylate zusammen mit Protonen in einem Verhältnis von 1:1 (Poole und
Halestrap 1993; Carpenter und Halstrap 1994). Aufgrund des Transportes von Protonen und
Monokarboxylaten aus der Zelle bzw. nach intrazellulär ist der MCT immer an der Regulation des
intrazellulären pH-Wertes beteiligt und kann somit als “spezifisches“ pHi-Regulationssytem eingeordnet
werden.
Hemmstoffe spielten/spielen eine bedeutende Rolle in Untersuchungen des Monokarboxylat-
Transportes. Sie sind keiner einheitlichen Stoffgruppe zuzuordnen, sondern stammen von
verschiedenen Stoffgruppen ab und werden in 2 Klassen unterteilt. So gibt es Hemmstoffe, die den
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MCT reversibel blockieren, wie "-Cyano-4-Hydroxyzimtsäure (CHC) oder Phloretin (Poole und
Halestrap 1993; Garcia et al. 1995). Irreversible Hemmstoffe bilden eine zweite Gruppe. Diese führen
zur Modifizierung des Transporters (Poole und Halestrap 1993). Zu den irreversiblen Hemmstoffen
gehören beispielsweise p-Chloromercuribenzensulfonsäure (pCMBS) und Mersalylsäure (Poole und
Halestrap 1993). Im Gegensatz zu CHC und Phloretin, die sowohl den MCT1 als auch den MCT2
blockieren, hemmt pCMBS nur den MCT1, jedoch nicht den MCT2 (Garcia et al. 1995).
Der Nachweis und die Charakterisierung des H+-gekoppelten Monokarboxylat-Transports in
verschiedenen Zelltypen erfolgte vorrangig mittels pHi-Messungen (Rosenberg et al. (1993); Jackson
und Halestrap 1996; Gibb et al. 1997), aber auch durch Fluxstudien (Orsenigo et al. 1996; Bröer et
al. 1997) und immunhistochemische- (Garcia et al. 1995) oder molekularbiologische Untersuchungen
(Garcia et al. 1995; Price et al. 1998). 
pHi und MCT in extraintestinalen Geweben
pHi-Messungen von Rosenberg et al. (1993) an MDCK-Zellen (Nierenepithel-Zelllinie vom Hund)
ergaben ein Absinken des intrazellulären pH-Wertes nach Zugabe von L-Laktat zur basolateralen
Inkubationslösung. Der azidifizierende Einfluss von Laktat wurde durch Zugabe von 5 mM CHC um
ca. 50% gehemmt. Im Gegensatz dazu änderte die Anwesenheit von L-Laktat in der apikalen
Inkubationslösung nicht den pHi. 
Jackson und Halestrap (1996) demonstrierten in pHi-Studien an isolierten Leberzellen der Ratte einen
H+-gekoppelten Transport verschiedener C2-C4 Monokarboxylate sowie die Sensitivität des
Transportes gegenüber spezifischen Hemmstoffen des MCT. Der Monokarboxylat-Transporter dient
der Leber einerseits zur Aufnahme von Laktat (Jackson und Halestrap 1996). Andererseits dient er
den Leberzellen - als Hauptproduzenten von Ketonkörpern (bei Wiederkäuern neben
Pansenepithelzellen; siehe 2.1.2) - der Elimination von Azetoazetat, ß-Hydroxybutyrat und Laktat bei
hypoxischen Stoffwechselbedingungen (Poole und Halestrap 1993). 
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In Korneaepithelzellen vom Kaninchen (Bonanno 1990), im Retina-Pigmentepithel des Rindes
(Kenyon et al. 1994) und in Maus-Embryonalzellen (2-Zellstadium) (Gibb et al. 1997) trägt der MCT
über die Ausschleusung von Laktat und Protonen zur Regulation des intrazellulären pH-Wertes bei.
pHi und MCT an gastrointestinalen Epithelzellen
Bisher gibt es nur vereinzelte Untersuchungen hinsichtlich des Transportes von Monokarboxylsäuren
in Epithelzellen des Gastrointestinaltraktes. In Untersuchungen an basolateralen Membranvesikeln des
Rattenjejunums konnte der Transport von Laktat (mittels L-[14C]-Laktat-Uptakestudien) durch eine
Erhöhung des intrazellulär gerichteten Protonengradienten gesteigert werden (Orsenigo et al. 1996).
Da vermutet wurde, dass ein H+-gekoppelter Laktattransporter die Stimulationswirkung vermittelt,
setzten Orsenigo et al. (1996) pCMBS als Hemmstoff ein. Die Folge war eine drastische Reduktion
des Laktattransports. Diese Ergebnisse zeigen, dass Laktat und H+, die während der anaeroben
Glykolyse in Epithelzellen des Jejunums gleichzeitig produziert werden, über die basolaterale Membran
eliminiert werden können (Orsenigo et al. 1996). Die Aktivität des Transporters stabilisiert somit den
intrazellulären pH-Wert und trägt außerdem, durch die Ausschleusung von Laktat, zur Osmoregulation
der Zelle bei. Die Blockierung des H+/Laktat-Kotransports durch pCMBS ergab erste Hinweise auf
die Existenz eines MCT1. Die Frage nach der Isoform konnte später mittels reverser Transkriptase-
Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) aufgeklärt werden (Orsenigo et al. 1999). Die Untersuchungen
demonstrieren die Anwesenheit von mRNA in Enterozyten des Jejunums, die für die MCT1-Isoform
kodiert.
Übereinstimmend mit den Ergebnissen von Orsenigo et al. (1996, 1999) zeigten immunhistochemische
Untersuchungen von Garcia et al. (1995) an verschiedenen Geweben des Hamsters eine starke
Expression des MCT1 an der basolateralen Membran der Epithelzellen des gesamten
Gastrointestinaltraktes, einschließlich des Magens. 
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2.4 Bedeutung der Literaturbefunde für die eigene Fragestellung 
Durch die mikrobielle Fermentation von Kohlenhydraten werden im Pansen große Mengen von
kurzkettigen Fettsäuren und CO2 produziert. Da biologische Membranen gut permeabel für kurzkettige
Fettsäuren und CO2 sind, könnten große Mengen der schwachen Säuren in die Epithelzellen des
Pansen eindringen. Pansenepithelzellen sind somit einer ständigen Belastung ihres intrazellulären pH-
Wertes ausgesetzt. An anderen Epithelzellen erfolgt die Stabilisierung des pHi nach Säurebelastung
durch Eliminierung von Protonen über Na+/H+-Austauscher und/oder über Aufnahme von Bikarbonat
mittels unterschiedlicher HCO3
--Transportsysteme.
Im Gegensatz zu vielen anderen Zellarten, die hinsichtlich ihrer pHi-Regulation teilweise tiefgreifend
untersucht wurden, gibt es über die Regulation des intrazellulären pH-Wertes von Pansenepithelzellen
bisher keine Befunde. Es soll daher untersucht werden, wie Pansenepithelzellen auf die Anflutung von
Säuren reagieren und welche pHi-Regulationsmechanismen exprimiert werden, um den intrazellulären
pH-Wert stabil zu halten.
Aber nicht nur extrazelluläre Säuren belasten den pHi, sondern auch der intrazelluläre SCFA-
Katabolismus, der zu einer intrazellulären Akkumulation von Monokarboxylsäuren (Laktat, ßHOB und
AzAz) mit geringer Lipophilität führt. Daher soll an kultivierten Pansenepithelzellen überprüft werden,
ob Monokarboxylate, so wie an anderen Zellarten, über einen H+/Monokarboxylat-Kotransporter
ausgeschleust werden können.
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3 MATERIAL UND METHODEN
3.1 Tiermaterial und Gewinnung der Pansenepithelien
Die Isolierung und Kultivierung von Pansenepithelzellen erfolgte in Anlehnung an die von Gálfi et al.
(1981, 1993) beschriebene Methodik. Die dafür benötigten Pansenepithelstücke stammten von
Schafen, die im Institut für Lebensmittelhygiene der Veterinärmedizinischen Fakultät der Universität
Leipzig geschlachtet wurden. Mindestens 14 Tage vor dem Schlachten erfolgte eine Aufstallung der
Tiere im Veterinär-Physiologischen Institut. Die Tiere variierten bezüglich Rasse, Alter, Geschlecht,
Gewicht und Fütterung.
Unmittelbar nach dem Betäuben und Entbluten der Tiere wurde der gesamte Vormagentrakt aus der
Bauchhöhle entfernt. Anschließend wurde der großzottige Pansenvorhof entnommen, mit etwa 2 Litern
0,9-prozentiger NaCl-Lösung mehrmals gewaschen und in ca. 7 × 3 cm große Stücke geschnitten.
Der Transport der gewonnenen Pansenvorhofstücke ins Zellkulturlabor des Veterinär-Physiologischen
Institutes erfolgte in eisgekühlter kalzium- und magnesiumfreier Dulbecco,s phosphatgepufferten
Lösung (DPBS), die mit 400000 U × l-1 Penicillin und 400 mg × l-1 Streptomycin versetzt war. Im
Labor wurden die Stücke des Pansenvorhofes dann für mindestens 60 min in der eiskalten mit
Antibiotika versetzten Transportlösung inkubiert, um anheftende Bakterien aus dem Panseninhalt
größtenteils abzutöten.
3.2 Kultivierung von Pansenepithelzellen
3.2.1 Isolierung von Pansenepithelzellen
Nach Ablauf der Inkubationszeit (siehe 3.1) wurden die Pansenzotten mit einer Schere unter sterilen
Bedingungen (Sterile Werkbank LaminAir® HV 2448; Fa. Holten LaminAir A/S) abgetrennt (Abb. 1).
Die Gewinnung von Einzelzellen aus dem Epithelzellverband der Zotten erfolgte mittels fraktionierter
Trypsinierung. Hierzu wurden die Pansenzotten nach mehrmaligem Waschen in DPBS (mit
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100000 U × l-1 Penicillin und 100 mg × l-1 Streptomycin) in ein Trypsinierungsgefäß (Wheaton-33®;
Fa. Wheaton) mit Trypsinierungslösung (siehe Anhang 8.1) überführt (Abb. 1). Unter permanentem
Rühren (Magnetrührer VarioMag®; H+P Labortechnik GmbH München) erfolgte anschließend eine
45- bis 60-minütige Inkubation (je nach Verhornungsgrad der Zotten) im Brutschrank
(Begasungsschrank BB 16; Heraeus Instruments GmbH) bei 37 °C und 5% CO2. Nach der
Inkubation wurde der Überstand (Zellfraktion) in ein eisgekühltes Becherglas abgegossen, wobei die
angedauten Zotten im Gefäß zurückblieben. Der beschriebene Trypsinierungsvorgang wurde je nach
Verhornungsgrad des Epithels 2 bis 4 mal wiederholt.
Anschließend wurden die Zellen beurteilt und in einer Zählkammer nach Neubauer unter dem  dem
Lichtmikroskop (Televal® 31; Carl Zeiss Jena GmbH) gezählt. Befanden sich in der Zellfraktion
überwiegend kleine runde Zellen, wurden diese für die Kultivierung ausgewählt und der
Trypsinierungsvorgang abgebrochen. Nach positivem zytomorphologischem Befund erfolgte eine
Filtration der Zellsuspension durch eine sterile Mullkompresse. Das erhaltene Filtrat wurde bei 200 g
und 4 °C für 5 min zentrifugiert (Megafuge® 1.0 R; Heraeus Instruments GmbH). Dann wurde der
Überstand dekantiert und das zurückbleibende Zellpellet durch Vermischen (Vortex  VF 2; Fa. IKA®-
Labortechnik) mit ca. 40 ml DPBS (mit 100000 U × l-1 Penicillin und 100 mg × l-1 Streptomycin)
resuspendiert. Dieser “Waschvorgang“ (Zentrifugieren, Dekantieren, Vermischen) wurde zweimal
wiederholt. Nach dem letzten Waschen erfolgte eine Resuspendierung des Zellpellets in
supplementiertes Medium 199 (siehe Anhang 8.1). 
Für die Einschätzung der Vitalität der Zellen wurde aus der Suspension eine Probe von 20 µl steril
entnommen und mit 20 µl Trypanblau (0,4% in 0,9-%iger NaCl-Lösung) vermischt. Anschließend
erfolgte eine Beurteilung und gleichzeitige Zählung der Zellen in einer Zählkammer nach Neubauer
unter dem Lichtmikroskop. Anhand der Anzahl vitaler Zellen wurde die konzentrierte Zellfraktion
durch weitere Zugabe von supplementiertem Medium 199 auf ca. 6 × 105 Zellen × ml-1 eingestellt. 
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Abb. 1: Ablauf der Zellisolierung und -kultivierung
3.2.2 Primär- und Subkultivierung von Pansenepithelzellen 
Primärkultivierung
Je 3 ml des supplementierten Mediums 199 mit ca. 6 × 105 Zellen × ml-1 wurden für die Kultivierung
in eine kollagenbeschichtete Petrischale (i 35 mm; Corning®; Fa. Iwaki Glass) überführt (Abb. 1). In
die Schalen wurden vorher 4 kleine runde Deckgläschen aus Glas (Coverslips; i 10 mm; Chance
Popper Ltd.) eingelegt. Um optimale Bedingungen für die Anheftung der Zellen zu schaffen, wurden
diese ebenfalls kollagenisiert (siehe 3.2.3).
3. Überführung von 3 ml Zellsuspension in       
    Petrischalen mit jeweils 4 Coverslips
2. Fraktionierte Trypsinierung 
    (2-4 mal)
1. Abschneiden der Zotten
4. • Primärkultur: 12.-14. Tag
    • Subkultur:        3.-5. Tag
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Im Abstand von drei Tagen erfolgte ein Mediumwechsel, wobei die Zellen ab dem ersten Wechsel in
supplementiertem MEM (siehe 3.2.3) gezüchtet wurden. Nach 12- bis 14-tägiger Inkubation im
Brutschrank bei 37 °C und 5% CO2 bildete sich in der Regel eine geschlossene Zelllage aus (Abb. 1
unten). Der Verlauf der Zellvermehrung sowie des Zellwachstums wurde im Abstand von 3 Tagen mit
dem Auflichtmikroskop Televal® 31 (Phasenkontrast) beurteilt.
Subkultivierung
Für die Subkultivierung wurden die primärkultivierten Pansenepithelzellen nach dem Absaugen des
Nährmediums mit einer dünnen Schicht Trypsinierungslösung (siehe Anhang 8.1) bedeckt.
Anschließend erfolgte so lange eine Bebrütung im Brutschrank bei 37 °C und 5% CO2 (in der Regel
5 min), bis die Zellen größtenteils vereinzelt und abgerundet in der Lösung schwammen. Mittels
Phasenkontrastmikroskopie wurde der Vorgang kontrolliert. Nach Vereinzelung der Zellen wurde die
Trypsinierungsreaktion durch Zugabe von supplementiertem MEM (siehe Anhang 8.1) aufgrund des
darin enthaltenen fötalen Kälberserums (FKS) gestoppt. 
Durch ein Umsetzen (Passagieren) der Zellsuspension in ein neues Zellkulturgefäß und erneute
Inkubation im Brutschrank bei 37 °C und 5% CO2 erfolgte die erste Subkultivierung. Der Vorgang der
Subkultivierung (Vereinzelung der Zellen, Inkubation bis zur Ausbildung einer geschlossenen Zelllage)
wurde bis zur Ausbildung der 88. Passage wiederholt. Die funktionelle Charakterisierung hinsichtlich
pHi-Regulation sowie die immunzytochemische Untersuchung erfolgte an subkultivierten Zellen ab 80.
Passage am 3.-5. Wachstumstag.
3.2.3 Kollagenisierung
Um eine 0,1-prozentige Kollagenlösung zu erhalten, wurden 10 mg Kollagen Typ I (von Kälberhaut)
in 10 ml einer 0,1 M Essigsäure gegeben. Diese wurde dann bei Raumtemperatur 1-3 Stunden bis zur
vollständigen Lösung des Kollagens gerührt (Magnetrührer). Durch Zugabe von 90 ml 0,1 M
Essigsäure erfolgte eine Verdünnung der Stammlösung, so dass sich eine Arbeitskonzentration von
0,01% Kollagen ergab.
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Die Kulturschalen mit den jeweils vier darin befindlichen Coverslips wurden mit 10 µg × cm-2 Kollagen
beschichtet. Bei einer Grundfläche von ca. 10 cm2 entsprach dies 1 ml Kollagen-Arbeitslösung pro
Kulturschale. Für die Anheftung des Kollagens an den Boden der Kulturschalen und an die Coverslips
erfolgte eine Lagerung von etwa 8 Stunden bei Raumtemperatur. Nach Ablauf dieser Zeit wurde die
überschüssige Flüssigkeit abgesaugt (Vacuboy® ; Tecnomara Deutschland GmbH) und die
Kulturschalen mit den Coverslips über Nacht bei Raumtemperatur getrocknet. Am nächsten Tag
wurde die kollagenbeschichtete Oberfläche für 1 Stunde unter UV-Bestrahlung sterilisiert (Mobiler
Desinfektionsstrahler UVC 30®; Heraeus Instruments GmbH). 
Die kollagenisierten Schalen mit den Coverslips wurden entweder am gleichen Tag für den Ansatz
einer Zellkultur genutzt oder maximal 4 Wochen im Kühlschrank gelagert. Vor der Einleitung einer
Zellsuspension wurde die Oberfläche jedes Mal sterilisiert und anschließend mit sterilem
Zellkulturwasser gespült, um eventuelle Rückstände von Essigsäure zu entfernen.
3.3 Charakterisierung der kultivierten Pansenepithelzellen mittels
Immunhistochemie
Mittels immunhistochemischem Verfahren (indirekte Immunfluoreszenz) erfolgte der Nachweis, dass
es sich bei den primär- und bei den subkultivierten Pansenepithelzellen um Zellen epithelialen
Charakters handelte. Der verwendete Primärantikörper reagiert mit allen Zytokeratinen (1-19), welche
spezifische Bestandteile von Epithelzellen sind (Mackenzie und Gao 1996).
Für die immunhistochemische Untersuchung wurde das Nährmedium der auf Coverslips angezüchteten
Zellen abgesaugt und diese dann mehrmals kurz mit eiskalter DPBS gewaschen. Die Zellen wurden
anschließend 10 min in -20 °C kaltem Methanol fixiert. Zum Entfernen der Fixierungsmittel erfolgte
wiederum ein mehrmaliges Waschen mit eiskalter DPBS. Für die Blockierung unspezifischer
Bindungen wurden die Zellen 15 min im Brutschrank bei 37 °C mit unverdünntem FKS inkubiert und
zum Entfernen von überschüssigem Serum mehrmals kurz mit DPBS gewaschen. Nach Entnahme der
Coverslips (mit den fixierten Zellen) aus der Kulturschale wurden diese mit eingedicktem
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Kanadabalsam auf einem Objektträger befestigt. 
Als Primärantikörper wurde ein monoklonaler Antikörper (Anti-Zytokeratin-pan aus Maus-Maus-
Hybridzellen, lyophilisiertes Immunglobulin; Roche Diagnostics GmbH; Best. Nr. 1017 390) gegen die
Zytokeratine 1 bis 19 eingesetzt. 40 µg des Ausgangslyophilisats wurden in 1 ml Aqua bidest. gelöst
und die Stammlösung anschließend 1 : 4 mit DPBS verdünnt. Dann erfolgte eine Überschichtung der
vorbereiteten Präparate mit Antikörper-Arbeitslösung. Nach einer 60-minütigen Inkubation in der
feuchten Kammer bei Zimmertemperatur wurden die Objektträger 3 mal für jeweils 3 min in DPBS
gewaschen.
Als Sekundärantikörper für den monoklonalen Primärantikörper diente ein Anti-Maus-Ig-Antikörper,
F(ab’)2-Fragment, vom Schaf, konjugiert mit 5(6)-Carboxy-fluorescein-N-hydroxysuccinimidester
(Roche Diagnostics GmbH; Best. Nr. 1214616). Nachdem 200 µM des Ausgangslyophilisats in 1 ml
Aqua bidest. gelöst wurden, erfolgte eine Verdünnung von 1 : 10 mit DPBS und eine 60-minütige
Inkubation der Präparate mit der Anti-Maus-Fluorescein-Arbeitslösung bei Raumtemperatur in der
feuchten Kammer. Die Objektträger wurden anschließend 6 mal kurz in DPBS und danach kurz in
Aqua bidest. gewaschen. Nach dem Abtropfen der Flüssigkeit erfolgte im feuchten Zustand eine
Einbettung mit phosphatgepuffertem Glyzerin und einem dünnem Deckglas. Zum Antrocknen des
Einbettmediums wurden die Präparate 2 Stunden bei Raumtemperatur im Dunkeln gelagert. 
Zur Auswertung wurden die Präparate unter Lichtabschluss in das Institut für Bakteriologie und
Mykologie der Veterinärmedizinischen Fakultät der Universität Leipzig transportiert. Hier wurden die
Zellen dann mit einem Fluoreszenzmikroskop (Axioskop®; Carl Zeiss Jena GmbH) mit dem
entsprechenden Filtermodul (Exzitation: 450-490 nm; Emission: 520 nm) untersucht. Mit Hilfe einer am
Mikroskop angeschlossenen Kameraeinheit (MC 80®; Carl Zeiss Jena GmbH) wurden gleichzeitig die







Klemmbügel zum Einspannen des Coverslips
3.4 Bestimmung des intrazellulären pH-Wertes
3.4.1 Beladung mit BCECF
Für die Herstellung einer 2 mM Stammlösung des pH-sensitiven Fluoreszenzfarbstoffes 2!,7!-bis-
(Carboxyethyl)-5(6!)-Carboxyfluorescein/Acetoxymethylester (BCECF/AM) wurde 1 mg des
Farbstoffes in 0,57 ml DMSO gelöst. Anschließend erfolgte eine Aliquotierung der Lösung. Die
Aliquoten wurden bei -20 °C gelagert und die benötigte Menge unmittelbar vor Versuchsbeginn
aufgetaut.
Nachdem sich auf den kollagenisierten Coverslips ein subkonfluenter Rasen aus primär- (am 12.-14.
Tag) bzw. konfluenter Rasen aus subkultivierten (am 3.-5. Tag) Pansenepithelzellen gebildet hatte,
wurden die Coverslips mit einer Pinzette aus der Kulturschale entnommen und mehrmals kurz in die für
den entsprechenden Versuchsansatz verwendete Inkubationslösung getaucht. Nach dem Waschen
wurden die bewachsenen Coverslips in eine spezielle Halterung eingespannt, welche anschließend in
eine Präzisionsküvette aus optischem Spezialglas mit 1,5 ml Inkubationspufferlösung eingesetzt wurde
(Abb. 2).
Abb. 2: Schematische Darstellung des eingespannten, bewachsenen Coverslips sowie des
Verlaufes der Lichtbahn
(modifiziert nach Benutzerhandbuch Perkin-Elmer Ltd. 1991)
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Um eine Endkonzentration von 10 µM zu erhalten, wurden zu den 1,5 ml Inkubationspufferlösung
7,5 µl der 2 mM BCECF/AM-Stammlösung zugegeben. Die Küvette wurde nun in eine Halterung
eines kombinierten Bad/Umwälzthermostates (Kompaktthermostat M 12 B®; Lauda DR. R. Wobser
GmbH & Co. KG) geklemmt und die Zellen für 45 min bei 34 °C im Dunkeln mit
fluoreszenzfarbstoffhaltiger Lösung inkubiert. 
Da die phenolischen Hydroxylgruppen des pH-sensitiven Farbstoffes als Acetoxymethylester
derivatisiert sind, diffundiert BCECF/AM unter den oben genannten Bedingungen gut in die
Pansenepithelzellen. Im Zytoplasma der Zelle wird der durch die Derivatisierung ioneninsensitive
Farbstoff mittels Esterasen hydrolysiert und damit zu einem ionensensitiven, polyanionischen pH-
Indikator. Aufgrund der freien Valenzen ist der Fluoreszenzfarbstoff nun nicht mehr lipophil und wird
dadurch intrazellulär “gefangen“.
3.4.2 Aufzeichnung der Fluoreszenzintensität
Nach der Inkubation wurde die Coversliphalterung aus der Küvette entnommen, die mit BCECF-
beladenen Zellen 3 mal mit der Versuchspufferlösung gewaschen und die Halterung anschließend
wieder in eine Präzisionsküvette mit der entsprechenden Versuchspufferlösung eingesetzt (Abb. 1).
Mittels eines computergesteuerten Lumineszenzspektrometers (LS 50B; Perkin-Elmer Ltd.) erfolgte
die Aufzeichnung der Fluoreszenzsignale. Hierzu wurde die vorbereitete (s.o.) Präzisionsküvette in eine
über das Bad/Umwälzthermostat temperierte (37 °C) Halterung des LS 50B geklemmt. 
Da der pH-sensitive Farbstoff BCECF zwei Anregungsmaxima bei gleichen Emissionsmaxima hat,
erfolgte die Exzitation (Abb. 2) in schnellem Wechsel (Filterrad) zwischen 495 nm sowie 440 nm und
die Aufzeichnung der Emission (Abb. 2) bei 530 nm. Das Gerät bildet gleichzeitig das Verhältnis
(Ratio) der Fluoreszenzsignale aus 495 nm/440 nm, so dass bei jedem Versuch 3 Kurven
aufgezeichnet wurden. Der Verlauf des intrazellulären pH-Wertes wurde später durch Kalibrierung der
Ratiokurve (siehe 3.4.3) ermittelt. 
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Vorteile dieser dualen Intensitätsmessung sind, dass die pHi-Messungen dadurch weitestgehend
unabhängig von:
a)  heterogenen Farbstoffverteilungen,
b)  Fluoreszenzverlusten durch “Leakage“ (Ausschleusen des Farbstoffes) sowie
c)  Fluoreszenzverlusten durch Ausbleichen des Farbstoffes 
erfolgen können.
3.4.3 pH-Wert-Kalibrierung
Für die Bestimmung einer Eichgeraden wurden K+-reiche (121,5 mM) Pufferlösungen (siehe Anhang
8.2) mit absteigenden pH-Werten und 10 µM Nigericin (Stammlösung 2 mM in Ethanol, absolut)
vorbereitet. Das Ionophor Nigericin bewirkt einen Membranaustausch von K+ und H+, was einerseits
die Einstellung eines elektrischen Gleichgewichtes (K+e = K
+
i) und andererseits ein Gleichgewicht
zwischen intra- und extrazellulärem pH-Wert (H+e = H
+
i) induziert.
Nach jedem Versuch wurde die entsprechend dem Versuchsplan (Tab. 2-5) verwendete Pufferlösung
durch die K+-reiche Pufferlösung (beginnend mit dem höchsten pH-Wert) mit 10 µM Nigericin ersetzt.
Die Aufzeichnung der sich anschließenden Intensitätsänderung erfolgte bis zur Ausbildung eines
Plateaus (Abb. 3). In absteigender pH-Folge wurden die Eichlösungen durch die jeweils nächste
ersetzt und die Intensität jedesmal bis zum Einstellen eines Gleichgewichtes aufgezeichnet (Abb. 3).
Der pH-Wert der K+-reichen Pufferlösung wurde nach jeder Messung mittels pH-Einstabelektrode
(InLab®423; Mettler-Toledo GmbH) und pH-Meter (pH 90; Wissenschaftlich-Technische
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Abb. 3: Repräsentatives Beispiel einer Eichkurve
Unter Verwendung der FL WinLab™-Software (Perkin-Elmer Ltd.) für das LS 50B wurden die
äquilibrierten Intensitätswerte (Abb. 3) mit den in der Küvette gemessenen pH-Werten
(Abb. 3) der dazugehörigen K+-reichen Pufferlösungen in eine lineare Eichgerade (Abb. 4)
konvertiert. Mit diesen Eichgeraden und der FL WinLab™-Software konnten die aufgezeichneten
Fluoreszenzkurven anschließend in pHi-Kurven umgerechnet werden.
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Abb. 4: Darstellung einer typischen Eichgeraden (r = 0,99), die aus der in Abb. 3 gezeigten
Eichkurve ermittelt wurde und für die Konvertierung der aufgezeichneten Fluoreszenz-
Ratio-Kurven in pHi-Werte diente
Nach jedem Versuch wurde eine Eichkurve erstellt und daraus eine lineare Eichgerade für die
Umrechnung der dazugehörigen Fluoreszenz-Ratio-Kurve in pHi-Werte ermittelt.
3.5 Versuchsansätze
NH4+/NH3-Präpuls, Butyrat und Na+/H+-Austauscher (zu 4.2)
Mittels eines NH4
+/NH3-Pulses (20 mM ) und anschließender Rückführung in NH4
+/NH3-freie,
HEPES-gepufferte Lösung erfolgte eine intrazelluläre Azidifizierung. Zur Hemmung der pHi-
Gegenregulation wurden 10 µM 5-(N-Ethyl-N-Isopropyl)-Amilorid (EIPA) und 200 µM HOE-694
(Hoechst AG), potente Blocker des Na+/H+-Austauschers (Noél und Pouysségur 1995), eingesetzt.
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Im Weiteren wurden die Zellen in eine n-butyrathaltige (20 mM) Lösung überführt und zur Hemmung
der pHi-Gegenregulation ebenfalls wieder EIPA und HOE-694 in den oben genannten
Konzentrationen eingesetzt. Der chronologische Ablauf ist in Tab. 2 dargestellt.
Tab. 2: Versuchsplan zu 4.2
Zeit [min] Pufferlösungen Hemmstoffe
-45 - 0 Standard + 10 µM BCECF
0 - 3 Standard
3 - 10 NH4
+/NH3-haltig
10 µM EIPA oder 
200 µM HOE-694
10 - 20 Standard
10 µM EIPA oder 
200 µM HOE-694
20 - 30 n-butyrathaltig
10 µM EIPA oder 
200 µM HOE-694
Erläuterungen zu Tab. 2
ë  Standard: Standardpufferlösung (HEPES-gepuffert)
ë  NH4
+/NH3-haltig: modifizierte Standardpufferlösung mit 20 mM NH4
+/NH3
ë  n-butyrathaltig: modifizierte Standardpufferlösung mit 20 mM n-Butyrat
Die genaue Zusammensetzung der in den Tab. 2 bis 5 aufgeführten Pufferlösungen ist in Anhang 8.2
(Tab. A1-A3), die dazu verwendeten Chemikalien sind in Anhang 8.3 dargestellt.
Das Abwiegen der Chemikalien zur Herstellung der in Tab. 2 bis 5 aufgeführten Pufferlösungen und
der Hemmstoffe erfolgte mittels einer elektronischen Präzisionswaage (AB 204; Mettler-Toledo AG).
Nach dem Lösen der Chemikalien in Aqua bidest. wurde die Osmolalität der Pufferlösungen (siehe
Tab. 2-5) mit einem automatischen Halbmikroosmometer (Fa. Knauer) bestimmt und mit Mannit auf
280 ± 5 mosmol × kg -1 eingestellt. 
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Bei 37 °C und Begasung mit reinem Sauerstoff (Fa. Messer-Griesheim, Leipzig) erfolgte eine
Einstellung des pH-Wertes der Standardpufferlösung, der NH4
+/NH3-haltigen und der n-
butyrathaltigen Pufferlösung auf 7,35. 
Die jeweiligen Lösungsmittel, die Konzentrationen der Stammlösungen sowie das Zugabevolumen der
verwendeten Hemmstoffe (siehe Tab. 2-5) sind Anhang 8.3 zu entnehmen. 
Alle Hemmstoffe wurden vor dem Einsatz auf eine eventuelle Interferenz mit der BCECF-Fluoreszenz
getestet. Keiner der verwendeten Hemmstoffe veränderte dabei die Basislinie des BCECF-
Fluoreszenzsignals nach einer Zugabe in den zu den Versuchen eingesetzten Konzentrationen. 
CO2/HCO3-, HCO3--Transport (zu 4.3)
Nach kurzer Aufzeichnung des pHi in HEPES-gepufferter Standardlösung erfolgte ein Wechsel der
Zellen in eine mit 5% CO2- und 95% O2-begaste, HCO3
-- (20 mM) gepufferte Lösung. Zur
Blockierung des HCO3
--Transports wurde dieser Pufferlösung 100 µM 4,4!-Diisothiocyanatostilben-
2,2!-Disulfonsäure (DIDS), ein Hemmstoff von Anionenaustauschern (Lepke et al. 1976), zugesetzt.
Anschließend erfolgte einen Rückführung der Zellen in die Ausgangspufferlösung. Der zeitliche Ablauf
ist in Tab. 3 dargestellt.
Tab. 3: Versuchsplan zu 4.3
Zeit [min] Pufferlösungen Hemmstoffe
-45 - 0 Standard + 10 µM BCECF
  0 - 4 Standard
   4 - 15 CO2/HCO3
--gepuffert 100 µM DIDS
 15 - 30 Standard 100 µM DIDS
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Erläuterungen zu Tab. 3
ë  Standard: Standardpufferlösung (HEPES-gepuffert)
ë  CO2/HCO3
--gepuffert: modifizierte Standardpufferlösung mit CO2/HCO 3
-
(5%/20 mM) als Puffersystem
Der pH-Wert der Standardpufferlösung wurde wie unter Erläuterungen zu Tab. 2 beschrieben
eingestellt. Die Einstellung des pH-Wertes der CO2/HCO3
--gepufferten Lösung auf 7,35 erfolgte bei
37 °C und unter Begasung mit Carbogen (95% O2/5% CO2; Fa. Messer-Griesheim, Leipzig).
Laktattransport (zu 4.4)
Im 1. Versuchsansatz hierzu wurden die Zellen im Anschluss an eine kurzzeitige Äquilibrierung in
modifizierter glukosefreier Standardpufferlösung in eine D/L-laktathaltige (20 mM), glukosefreie
Pufferlösung überführt. Zur Hemmung des Laktateinstroms wurden den Pufferlösungen 400 µM p-
Chloromercuribenzensulfonsäure (pCMBS) oder 20 µM Phloretin (Poole und Halestrap 1993; Wang
et al. 1996) zugesetzt. Der Versuchsplan zur Untersuchung des Einflusses von extrazellulärem Laktat
auf den intrazellulären pH-Wert primärkultivierter Pansenepithelzellen ist in Tab. 4 dargestellt.
In einem weiteren Versuchsansatz (Tab. 5) sollte der Verlauf des pHi nach intrazellulärer
Laktatanreicherung und anschließender Laktatausschleusung untersucht werden. Dazu wurden die
primärkultivierten Pansenepithelzellen nach Vorinkubation und pHi-Äquilibrierung in D/L-laktathaltiger
(20 mM), glukosefreier Pufferlösung in modifizierte glukosefreie Standardpufferlösung überführt. Als
Hemmstoffe wurden ebenfalls pCMBS oder Phloretin in den oben aufgeführten Konzentrationen
eingesetzt.
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Tab. 4: Versuchsplan zu 4.4.1 und 4.4.2
Zeit [min] Pufferlösungen Hemmstoffe
-45 - 0
Standard (glukosearm) + 
10 µM BCECF
0 - 4 Standard (glukosefrei)
400 µM pCMBS oder 
20 µM Phloretin
4 - 15 D/L-laktathaltig
400 µM pCMBS oder 
20 µM Phloretin
Tab. 5: Versuchsplan zu 4.4.3 und 4.4.4
Zeit [min] Pufferlösungen Hemmstoffe
-45 - 0
D/L-laktathaltig + 10 µM
BCECF
0 - 4 D/L-laktathaltig
400 µM pCMBS oder 
20 µM Phloretin
4 - 15 Standard (glukosefrei)
400 µM pCMBS oder 
20 µM Phloretin
Erläuterungen zu Tab. 4 u. 5:
ë  Standard (glukosearm): modifizierte Standardpufferlösung mit 2 mM Glukose
ë  Standard (glukosefrei): modifizierte Standardpufferlösung mit 0 mM Glukose
ë  D/L-laktathaltig: modifizierte Standardpufferlösung mit 20 mM D/L-Laktat und
0 mM Glukose
Der pH-Wert der glukosearmen, der glukosefreien sowie der D/L-laktathaltigen Pufferlösungen wurde
bei 37 °C und unter Begasung mit reinem Sauerstoff auf 7,20 eingestellt.
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3.6 Statistik und Darstellung der Ergebnisse
Die pHi- bzw. )pHi-Mittelwerte (s.u.) normalverteilter Stichproben wurden zur Ermittlung signifikanter
Unterschiede mittels ungepaartem (Vergleich zweier Gruppen) oder gepaartem (Vorher-Nachher-
Vergleich innerhalb einer Gruppe) Zweistichproben-t-Test verglichen. Der Vergleich nicht
normalverteilter Stichproben erfolgte mit dem Mann-Whitney-Rangsummentest. Die Berechnung der
Mittelwertsvergleiche erfolgte unter Verwendung der Computersoftware Jandel SigmaStat® 2.0 (Fa.
Jandel Corporation).
Die Ergebnisse sind als arithmetische Mittel der Einzelwerte gemeinsam mit dem Standardfehler des
Mittelwerts (standard error of mean; SEM) angegeben. Die Signifikanz der statistischen Analysen wird
durch die Irrtumswahrscheinlichkeit p ausgedrückt, wobei zwischen p < 0,05 für signifikant und
p < 0,01 für hochsignifikant unterschieden wird. Die Anzahl der Stichproben ist mit n, die Zahl der für
diese Stichproben zur Gewinnung von Zellen verwendeten Versuchstiere mit N angegeben. Die )pHi-




Vor der funktionellen Charakterisierung kultivierter Pansenepithelzellen (PEZ) sollte zunächst die
histologische Charakterisierung der Zellen erfolgen. Da Zytokeratine die typischen
Intermediärfilamente (Tonofilamente) des Epithelgewebes sind (Mackenzie und Gao 1996), können
Zytokeratinantikörper zur Abgrenzung epithelialer Zellen von nichtepithelialen Zellen dienen. Daher
sollte mittels immunhistochemischer Zytokeratinanalyse (siehe 3.3) überprüft werden, ob es sich bei
den primär- und subkultivierten Zellen tatsächlich um Zellen epithelialen Charakters handelt.
Sowohl am 14. Tag der Primärkultivierung (Abb. 5) als auch am 4. Tag der Subkultivierung
(88. Passage; Abb. 6) konnte der immunhistochemische Nachweis von Zytokeratin in den Zellen
erbracht werden. Die positiven Farbkomplexe traten dabei bei beiden Kultivierungsformen als kräftig
gefärbte, hellgrüne, fädige Strukturen in Erscheinung (Abb. 5, 6).
        
Abb. 5: Immunhistochemischer Panzyto-            Abb 6: Immunhistochemischer Panzytokeratin-
keratinnachweis in primärkultivierten PEZ       nachweis in subkultivierten PEZ (1000×)
(oben: 400×; unten: 200×)    
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4.2 Intrazelluläre Ansäuerung und Na+/H+-Austauscher primär- und subkultivierter
Pansenepithelzellen im HCO3--freien Medium
In bikarbonatfreien, HEPES-gepufferten Lösungen (100% O2-begast; 37 °C; pHe: 7,35) wurde
zunächst untersucht, ob Pansenepithelzellen einen pHi-regulierenden Na
+/H+-Austauscher ausbilden.
Die Charakterisierung sollte durch intrazelluläre Ansäuerung und damit Anregung dieses
Transportproteins mittels NH4
+/NH3-Präpuls erfolgen. In der gleichen Versuchsserie wurde der
Einfluss von n-Butyrat, welches (neben Azetat und Propionat) als eines der
Hauptfermentationsprodukte kontinuierlich aus dem Panseninhalt resorbiert wird (Bugaut 1987), auf
den intrazellulären pH-Wert oviner Pansenepithelzellen untersucht. Mit Hilfe spezifischer Hemmstoffe
(s.u.) galt es in diesem Zusammenhang weiterhin zu klären, inwieweit ein Na+/H+-Austauscher




Die primärkultivierten Pansenepithelzellen hatten in HEPES-gepufferter Standardlösung (Tab. A1)
einen Ausgangs-pHi-Wert von 7,40 ± 0,07 (n = 6; N = 3; Abb. 7). Durch Überführung der Zellen in
eine 20 mM NH4
+/NH3-haltige Lösung (Tab. A1) kam es zum sprunghaften, hochsignifikanten Anstieg
des intrazelluläre pH-Wertes um 0,37 ± 0,05 Einheiten (Abb. 7). Die anschließende Rückführung in
die NH4
+/NH3-freie Ausgangslösung führte zur Absenkung des pHi (p < 0,01) um 0,53 ± 0,05
Einheiten (Abb. 7). Die primärkultivierten Pansenepithelzellen reagierten auf diese zytoplasmatische
Übersäuerung mit einer pHi-Gegenregulation (Recovery) um 0,36 ± 0,04 pH-Einheiten nach 10-












+/NH3-Präpuls und pHi-Recovery nach intrazellulärer Übersäuerung
primärkultivierter Pansenepithelzellen in HEPES-gepufferten Lösungen
(Mittelwerte mit SEM; n = 6; N = 3; pHe: 7,35)
Subkultivierte Pansenepithelzellen
Die subkultivierten Pansenepithelzellen hatten in HEPES-gepufferter Standardlösung einen Ausgangs-
pHi-Wert von 7,6 ± 0,08 (n = 6; Abb 8). Durch Überführung der Zellen in eine
20 mM NH4
+/NH3-haltige Lösung wurde der pH-Wert des Zytoplasmas sprunghaft und
hochsignifikant um 0,32 ± 0,03 Einheiten alkalisiert (Abb. 8). Die Rückführung in die NH4
+/NH3-freie
Ausgangslösung führte zum hochsignifikanten Absinken des intrazellulären pH-Wertes um 0,52 ± 0,04
Einheiten (Abb. 8). Die subkultivierten Pansenepithelzellen reagierten darauf mit einer pHi-












+ /NH3-Präpuls und pHi-Recovery nach intrazellulärer Übersäuerung
subkultivierter Pansenepithelzellen in HEPES-gepufferten Lösungen
(Mittelwerte mit SEM; n = 6; pHe: 7,35)
4.2.2  Wirkung von EIPA und HOE-694 nach NH4+/NH3-Präpuls
Die pHi-Gegenregulation der Pansenepithelzellen nach NH4
+/NH3-Präpuls im bikarbonatfreien
Medium (Abb. 7, 8) konnte als erster Hinweis auf die Aktivierung eines Na+/H+-Austauschers durch
intrazelluläre Übersäuerung gewertet werden. Der nächste experimentelle Schritt bestand nun in der
gezielten Hemmung des Na+ /H+ -Austauschers. Hierzu wurden 10 µM EIPA oder
200 µM HOE-694, potente Hemmstoffe des Na+/H+-Austauschers (Noél und Pouysségur 1995),
eingesetzt.
Primärkultivierte Pansenepithelzellen
Sowohl 10 µM EIPA (n =6; N = 3; Abb. 9, 11) als auch 200 µM HOE-694 (n = 6; N = 2; Abb. 10,
11) senkten die Rate der pHi-Recovery ()pHi; Differenz der pHi-Werte 0 min nach Ansäuerung
mittels NH4
+/NH3-Präpuls und nach 10 min Gegenregulation) bei den primärkultivierten
Pansenepithelzellen hochsignifikant gegenüber der Kontrolle (Abb. 11). So war die pHi-
Gegenregulation nach Zusatz von 10 µM EIPA um 58%, durch Zugabe von 200 µM HOE-694 um




























Abb. 9: Einfluss von 10 µM EIPA auf die pHi-Recovery primärkultivierter Pansenepithelzellen
nach Ansäuerung durch NH4
+/NH3-Präpuls
(Mittelwerte mit SEM; n = 6; N = 3; pHe: 7,35; HEPES-gepufferte Lösungen)
Abb. 10: Einfluss von 200 µM HOE-694 auf die pHi-Recovery primärkultivierter
Pansenepithelzellen nach Ansäuerung durch NH4+/NH3-Präpuls





















Abb. 11: Einfluss von 10 µM EIPA sowie 200 µM HOE-694 auf die Rate der pHi-Recovery
primärkultivierter Pansenepithelzellen 10 min nach intrazellulärer Ansäuerung mittels
NH4
+/NH3-Präpuls ()pHi nach 10 min) 
(Mittelwerte mit SEM; linkes Diagramm: n = 6; N = 3; rechtes Diagramm:
n = 6; N = 2; a, b: p < 0,01; pHe: 7,35; HEPES-gepufferte Lösungen)
Subkultivierte Pansenepithelzellen
Wie bei den primärkultivierten Pansenepithelzellen (Abb. 9, 10) veränderte der Zusatz von
10 µM EIPA (n = 5) oder 200 µM HOE-694 (n = 3) auch bei den subkultivierten Zellen das Bild der
pHi-Recovery nach NH4
+/NH3-Ansäuerung (Abb. 12, 13). In der EIPA-Gruppe ergab sich bei den
subkultivierten Pansenepithelzellen eine im Vergleich zur Kontrolle hochsignifikante (Abb. 14), in der
HOE-694-Gruppe eine signifikante Verringerung der Rate der pHi-Gegenregulation (Abb. 14). Dabei
wurde die pHi-Recovery durch Zusatz von 10 µM EIPA um 73% und in Anwesenheit von 200 µM



























Abb. 12: Einfluss von 10 µM EIPA auf die pHi-Recovery subkultivierter Pansenepithelzellen
nach Säurebeladung mittels NH4
+/NH3-Präpuls
(Mittelwerte mit SEM; n = 6 in der Kontrollgruppe; n = 5 in der EIPA-Gruppe; pHe:
7,35; HEPES-gepufferte Lösungen)
Abb. 13: Einfluss von 200 µM HOE-694 auf die pHi-Recovery subkultivierter
Pansenepithelzellen nach Säurebeladung mittels NH4+/NH3-Präpuls
(Mittelwerte mit SEM; n = 6 in der Kontrollgruppe; n = 3 in der HOE-694-Gruppe;





















Abb. 14: Einfluss von 10 µM EIPA sowie 200 µM HOE-694 auf die Rate der pHi-Recovery
subkultivierter Pansenepithelzellen 10 min nach intrazellulärer Ansäuerung mittels
NH4
+/NH3-Präpuls ()pHi nach 10 min) 
(Mittelwerte mit SEM; n = 6 in der Kontrollgruppe; n = 5 in der EIPA-Gruppe; n =
3 in der HOE-694-Gruppe; linkes Diagramm: a, b: p < 0,01; rechtes Diagramm: a, b:
p < 0,05; pHe: 7,35; HEPES-gepufferte Lösungen)
4.2.3 Einfluss von n-Butyrat
Primärkultivierte Pansenepithelzellen
Die zelluläre Gegenregulation nach Ansäuerung mittels NH4
+/NH3-Präpuls wurde, wie oben bereits
beschrieben, 10 min lang aufgezeichnet. Die primärkultivierten Pansenepithelzellen erreichten nach
Ablauf dieser Zeit einen pHi-Wert von 7,35 ± 0,05 (n =6; N = 3; Abb. 7, 15). 
Zur Erfassung des Einflusses von n-Butyrat auf den intrazellulären pH-Wert wurden die Zellen
anschließend (an die Recovery in Standardpufferlösung) in eine 20 mM n-butyrathaltige Lösung (Tab.
A1) überführt. Der pHi fiel daraufhin sprunghaft und signifikant um 0,28 ± 0,04 Einheiten ab (n =6; N
= 3; Abb. 15). Wie nach intrazellulärer Übersäuerung durch NH4
+/NH3-Präpuls (siehe 4.2.1) kam es
hier ebenfalls zur pHi-Gegenregulation (Abb. 15). Mit einer Erhöhung des pHi um 0,16 ± 0,02
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20mM NH4Cl 20mM n-Butyrat
innerhalb von 10 min verlief die pHi-Recovery nach intrazellulärer Ansäuerung durch n-Butyrat im
Vergleich zur Gegenregulation nach NH4
+/NH3-Präpuls langsamer (siehe pHi-Verlauf 600.-1200. sec
und 1200.-1800. sec in Abb. 15).
Abb. 15: linker Teil: siehe Abb. 7 (4.2.1)
rechter Teil: Wirkung von 20 mM n-Butyrat auf den intrazellulären pH-Wert
primärkultivierter Pansenepithelzellen und pHi-Recovery nach n-butyratinduzierter
intrazellulärer Übersäuerung
(Mittelwerte mit SEM; n = 6; N = 3; pHe: 7,35; HEPES-gepufferten Lösungen)
Subkultivierte Pansenepithelzellen
Die subkultivierten Pansenepithelzellen regelten ihren pHi innerhalb von 10 min nach intrazellulärer
Ansäuerung mittels NH4
+/NH3-Präpuls auf einen Wert von 7,36 ± 0,09 (n = 6, Abb. 8, 16).
Im Anschluss an die 10-minütige pHi-Gegenregulation in Standardpufferlösung wurden die
subkultivierten Zellen in eine 20 mM n-butyrathaltige Lösung überführt. Infolgedessen kam es zu einem
abrupten, hochsignifikanten Abfall des intrazellulären pH-Wertes um 0,35 ± 0,02 Einheiten (n = 6;
Abb. 16). Die darauffolgende pHi-Gegenregulation (10 min) war mit einer Erhöhung des intrazellulären
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20mM NH4Cl 20mM n-Butyrat
pH-Wertes von 0,14 ± 0,01 Einheiten im Vergleich zur pHi-Recovery nach NH4
+/NH3-Präpuls (wie
bei den primärkultivierten Zellen) langsamer (vergleiche pHi-Verlauf 600.-1200. sec und 1200.-1800.
sec in Abb. 16).
Abb. 16: linker Teil: siehe Abb. 8 (4.2.1)
rechter Teil: Wirkung von 20 mM n-Butyrat auf den intrazellulären pH-Wert
subkultivierter Pansenepithelzellen und pHi-Recovery nach n-butyratinduzierter
intrazellulärer Ansäuerung
(Mittelwerte mit SEM; n = 6; pHe: 7,35; HEPES-gepufferte Lösungen)
4.2.4 Wirkung von EIPA und HOE-694 nach n-Butyrat
Nachdem gezeigt werden konnte, dass n-Butyrat zu einer intrazellulären Übersäuerung primär- und
subkultivierter Pansenepithelzellen führt, sollte im nächsten Schritt geklärt werden, welcher
Mechanismus an der Gegenregulation (Abb. 15, 16) nach pHi-Belastung durch (20 mM)
extrazelluläres n-Butyrat beteiligt ist. Da die pHi-Recovery nach Ansäuerung durch n-Butyrat (Abb.
15, 16) in bikarbonatfreien, HEPES-gepufferten Lösungen ebenfalls (siehe 4.2.2) für eine Aktivierung
des Na+/H+-Austauschers sprach, wurden zur gezielten Hemmung dieses pHi-regulierenden
Transportproteins wiederum 10 µM EIPA oder 200 µM HOE-694 eingesetzt.
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Die Applikation der Hemmstoffe (EIPA bzw. HOE-694) erfolgte wie in den Versuchen zu 4.2.2
(Abb. 12) gleichzeitig mit Überführung der Zellen in die 20 mM NH4Cl-haltige Lösung.
In Anwesenheit von 10 µM EIPA (n = 6; N = 3; Abb. 17) war die Rate der pHi-Gegenregulation
()pHi/10 min) nach intrazellulärer Azidifizierung durch n-Butyrat signifikant (Abb. 19), durch Einsatz
von 200 µM HOE-694 (n = 6; N = 2; Abb. 18) hochsignifikant (Abb. 19) kleiner im Vergleich zur
Kontrolle. Die EIPA-Zugabe (10 µM) bewirkte dabei eine Verminderung der pHi-Recovery (nach 10
min) um 62%, HOE-694-Zusatz (200 µM) senkte die Rate der pHi-Recovery um 69% gegenüber der
Kontrolle.
Abb. 17: linker Teil: siehe Abb. 9 (4.2.2)
rechter Teil: Einfluss von 10 µM EIPA auf die pHi-Recovery nach
n-butyratinduzierter Säurebeladung primärkultivierter Pansenepithelzellen
(Mittelwerte mit SEM; n = 6; N = 3; pHe: 7,35; HEPES-gepufferte Lösungen)
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Abb. 18: linker Teil: siehe Abb. 10 (4.2.2)
rechter Teil: Einfluss von 200 µM HOE-694 auf die pHi-Recovery nach
n-butyratinduzierter Säurebeladung primärkultivierter Pansenepithelzellen
(Mittelwerte mit SEM; n = 6; N = 2; pHe: 7,35; HEPES-gepufferte Lösungen)
Abb. 19: Einfluss von 10 µM EIPA sowie 200 µM HOE-694 auf die Rate der pHi-Recovery
primärkultivierter Pansenepithelzellen 10 min nach intrazellulärer Übersäuerung durch
20 mM n-Butyrat ()pHi nach 10 min) 
(Mittelwerte mit SEM; linkes Diagramm: n = 6; N = 3; a, b: p < 0,05; rechtes
Diagramm: n = 6; N = 2; a, b: p < 0,01; pHe: 7,35; HEPES-gepufferte Lösungen)
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Durch Zugabe von 10 µM EIPA (n = 5; Abb. 20, 22) verminderte sich die Rate der pHi-Recovery
()pHi/10 min) nach intrazellulärer Azidifizierung durch n-Butyrat um 36% im Vergleich zur Kontrolle.
Die pHi-Recovery zeigte dabei in Anwesenheit von 10 µM EIPA nur eine tendenzielle Verminderung
(welche sich statistisch nicht absichern ließ; Abb 22), eine Erhöhung der Hemmstoffkonzentration auf
50 µM EIPA (n = 6; Daten nicht gezeigt) brachte jedoch eine signifikante Verringerung gegenüber der
Kontrolle. Die Applikation von 200 µM HOE-694 (n = 3; Abb. 21, 22) führte zu einer
hochsignifikanten Verminderung der pHi-Gegenregulation im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 22). Die
Rate der pHi-Recovery war dabei durch HOE-694 um 114% vermindert.
Abb. 20: linker Teil: siehe Abb. 12 (4.2.2)
rechter Teil: Einfluss von 10 µM EIPA auf die pHi-Recovery nach
n-butyratinduzierter Säurebeladung subkultivierter Pansenepithelzellen
(Mittelwerte mit SEM; n = 6 in der Kontrollgruppe; n = 5 in der EIPA-Gruppe;
pHe: 7,35; HEPES-gepufferte Lösungen)
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Abb. 21: linker Teil: siehe Abb. 13 (4.2.2)
rechter Teil: Einfluss von 200 µM HOE-694 auf die pHi-Recovery nach
n-butyratinduzierter Säurebeladung subkultivierter Pansenepithelzellen
(Mittelwerte mit SEM; n = 6 in der Kontrollgruppe; n = 3 in der HOE-694-Gruppe;
pHe: 7,35; HEPES-gepufferte Lösungen)
Abb. 22: Einfluss von 10 µM EIPA sowie 200 µM HOE-694 auf die Rate der pHi-Recovery
subkultivierter Pansenepithelzellen 10 min nach intrazellulärer Übersäuerung durch 20
mM n-Butyrat ()pHi nach 10 min) 
(Mittelwerte mit SEM; n = 6 in der Kontrollgruppe; n = 5 in der EIPA-Gruppe; n =
3 in der HOE-694-Gruppe; a, b: p < 0,01; pHe: 7,35; HEPES-gepufferte Lösungen)
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4.2.5 Zusammenfassung der Befunde
Die Befunde aus 4.2.1-4.2.4 zeigten, dass in bikarbonatfreien, HEPES-gepufferten Lösungen:
1. mittels 20 mM NH4
+/NH3-Präpuls bei primär- und subkultivierten Pansenepithelzellen eine
intrazelluläre Übersäuerung hervorgerufen werden konnte (Abb. 7, 8);
2. die Zellen beider Kultivierungsformen auf diese Übersäuerung mit einer pHi-Gegenregulation
in Richtung des Ausgangs-pHi-Wertes reagierten, welche sowohl (10 µM) EIPA- als auch
(200 µM) HOE-694-sensitiv war (Abb. 9-14);
3. n-Butyrat (20 mM) den intrazellulären pH-Wert von Pansenepithelzellen in Primär- oder
Subkultur negativ beeinflusste, d.h. zu einem sprunghaften Abfall des pHi führte (Abb. 15, 16);
4. die pHi-Recovery nach intrazellulärer Übersäuerung durch (20 mM) n-Butyrat bei primär- und
subkultivierten Pansenepithelzellen in Anwesenheit von (10 µM) EIPA (bei subkultivierten
PEZ tendenziell; Abb. 20, 22; durch Erhöhung auf 50 µM EIPA signifikant; Daten nicht
gezeigt) und (200 µM) HOE-694 gehemmt war (Abb. 17-22).
4.3 Intrazelluläre Ansäuerung und HCO3--Transport primär- und subkultivierter
Pansenepithelzellen in Anwesenheit von CO2/HCO3-
Nachdem die bisherigen Untersuchungen (Kap. 4.2) auf die Charakterisierung der Beeinflussung und
Regulation des intrazellulären pH-Wertes primär- und subkultivierter Pansenepithelzellen in
bikarbonatfreien, HEPES-gepufferten Lösungen ausgerichtet waren, wurden die Untersuchungen im
Rahmen dieser Versuchsserie zusätzlich in HCO3
--gepufferten, Karbogen- (95% O2/5% CO2)
begasten Lösungen (37 °C; pHe: 7,35) durchgeführt. Dabei sollte zunächst der Einfluss von CO2, ein
durch die mikrobielle Fermentation anfallendes Pansengas, auf den intrazellulären pH-Wert primär-
und subkultivierter Pansenepithelzellen charakterisiert werden. Weiterhin sollte dieser experimentelle
Abschnitt Informationen darüber liefern, inwieweit ein oder mehrere HCO3
--Transportsystem(e) an
der pHi-Regulation kultivierter Pansenepithelzellen nach CO2-Einwirkung in CO2/HCO3
--gepufferter
Lösung beteiligt ist (sind).
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4.3.1 Einfluss von CO2/HCO3-
Primärkultivierte Pansenepithelzellen
In diesem Versuchsansatz wurde der intrazelluläre pH-Wert kurz (4 min) in bikarbonatfreier, HEPES-
gepufferter Standardlösung (Tab. A2) aufgezeichnet. Die primärkultivierten Pansenepithelzellen hatten
dabei einen Ausgangs-pHi-Wert von 7,37 ± 0,09 (n = 4; N = 3; Abb. 23). Zur Klärung der oben
dargelegten Fragestellung wurden die Zellen anschließend in eine CO2/HCO3
--gepufferte Lösung
(5%/20 mM; Tab A2) überführt. Infolgedessen kam es zu einem schnellen, hochsignifikanten Abfall
des intrazellulären pH-Wertes um 0,24 ± 0,04 Einheiten (Abb. 23). Als Schutz gegen diese
Übersäuerung erfolgte daraufhin eine pHi-Gegenregulation, wobei ein Anstieg des intrazellulären pH-
Wertes innerhalb von 11 min um 0,16 ± 0,04 Einheiten zu beobachten war (Abb. 23, 27). Die
CO2/HCO3
--gepufferte Lösung wurde nun wieder durch die bikarbonatfreie, HEPES-gepufferte
Ausgangslösung ersetzt, was zu einer hochsignifikanten Erhöhung des intrazellulären pH-Wertes um
0,31 ± 0,02 Einheiten führte, gefolgt von einer pHi-Recovery von 0,23 ± 0,04 Einheiten innerhalb von
15 min (Abb. 23).
Abb. 23: Wirkung von CO2 auf den intrazellulären pH-Wert primärkultivierter
Pansenepithelzellen, pHi-Recovery in HCO3
--haltiger Lösung nach CO2-induzierter
Säurebeladung sowie pHi-Veränderung und -Recovery nach Rückführung in HEPES-
Lösung (Mittelwerte mit SEM; n = 4; N = 3; pHe: 7,35)
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Nach kurzzeitiger (4-minütiger) Aufzeichnung des Ausgangs-pHi-Wertes (7,32 ± 0,10; n = 4; Abb.
24) wurde die bikarbonatfreie, HEPES-gepufferte Ausgangslösung ebenfalls (s.o.) durch eine
CO2/HCO3
--gepufferte Lösung (5%/20 mM) ersetzt. Dieser Wechsel führte zu einer signifikanten
Ansäuerung des intrazellulären pH-Wertes der subkultivierten Pansenepithelzellen um 0,25 ± 0,05
Einheiten (Abb. 24). Infolge der intrazellulären Übersäuerung kam es zur sofortigen Aktivierung einer
pHi-Gegenregulation, wobei sich der intrazelluläre pH-Wert um 0,24 ± 0,04 Einheiten innerhalb von
11 min erholte (Abb. 24). Nach anschließender Rückführung der Zellen in die bikarbonatfreie,
HEPES-gepufferte Ausgangslösung stieg der pHi schnell und hochsignifikant um 0,43 ± 0,04 Einheiten,
gefolgt von einer pHi-Recovery um 0,43 ± 0,06 Einheiten innerhalb von 15 min (Abb. 24).
Abb. 24: Wirkung von CO2 auf den intrazellulären pH-Wert subkultivierter Pansenepithelzellen,
pHi-Recovery in HCO3
--haltiger Lösung nach CO2-induzierter Säurebeladung sowie
pHi-Veränderung und -Recovery nach Rückführung in bikarbonatfreie, HEPES-
gepufferte Lösung 
(Mittelwerte mit SEM; n = 4; pHe: 7,35)
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4.3.2 Wirkung von DIDS nach CO2/HCO3-
Die in Kapitel 4.3.1 dargestellten Ergebnisse zeigten, dass CO2 zu einer intrazellulären Übersäuerung
primär- und subkultivierter Pansenepithelzellen führt, gefolgt von einer Erholung des pHi. Im Rahmen
der folgenden Versuchsserie sollte nun offengelegt werden, ob bzw. inwieweit ein oder mehrere
HCO3
--Transportsystem(e) an der pHi-Gegenregulation nach Ansäuerung durch CO2 in HCO3
--
haltiger Lösung beteiligt ist (sind). Zur Klärung dieser Frage wurde den Pufferlösungen (100 µM)
DIDS, ein Blocker anionischer Austauschmechanismen (Lepke et al. 1976), zugesetzt. Die
Mechanismen der pHi-Gegenregulation nach intrazellulärer Alkalisierung durch Überführung der Zellen
aus CO2/HCO3
--gepufferter Lösung in HEPES-gepufferte Lösung (Abb. 23, 24) wurden im Rahmen
dieses experimentellen Abschnittes nicht näher untersucht.
Primärkultivierte Pansenepithelzellen
Die Zugabe von 100 µM DIDS erfolgte 4 min nach Versuchsbeginn bzw. gleichzeitig mit Überführung
der Zellen in die CO2/HCO3
--gepufferte Lösung (Abb. 25).
Im Vergleich zur Kontrolle bewirkte das Vorhandensein von 100 µM DIDS (n = 4; N = 3) eine
hochsignifikante Verminderung der Rate der pHi-Gegenregulation ()pH/11 min) nach intrazellulärer
Ansäuerung durch CO2 (Abb. 25, 26). Die pHi-Recovery verringerte sich bei den primärkultivierten
































Abb. 25: Einfluss von 100 µM DIDS auf die pHi-Gegenregulation primärkultivierter
Pansenepithelzellen in HCO3--haltiger Lösung nach CO2-induzierter intrazellulärer
Ansäuerung 
(Mittelwerte mit SEM; n = 4; N = 3; pHe: 7,35)
Abb. 26: Vergleich der pHi-Recovery primärkultivierter Pansenepithelzellen ohne (Kontrolle)
und mit 100 µM DIDS in HCO3
--haltiger Lösung 11 min nach intrazellulärer
Übersäuerung durch CO2 ()pHi nach 11 min)
(Mittelwerte mit SEM; n = 4; N = 3; a, b: p < 0,01; pHe: 7,35)
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Die Anwesenheit von 100 µM DIDS (4 min nach Versuchsbeginn) führte bei den subkultivierten
Pansenepithelzellen ebenfalls zu einer hochsignifikanten Verminderung der pHi-Recovery im HCO3
--
haltigen Medium nach intrazellulärer Übersäuerung durch CO2. Durch die Applikation von 100 µM
DIDS wurde eine Verringerung der pHi-Recovery um 83% gegenüber der Kontrolle induziert. Der
pHi-Verlauf mit und ohne DIDS ist in Abb. 27 dargestellt, die Gegenüberstellung der Werte für die
pHi-Recovery-Rate ()pHi nach 11 min ) von Kontroll- und DIDS-Gruppe erfolgt in Abb. 28.
Abb. 27: Einfluss von 100 µM DIDS auf die pHi-Recovery subkultivierter Pansenepithelzellen
in HCO3
--haltiger Lösung nach CO2-induzierter intrazellulärer Übersäuerung


















Abb. 28: Vergleich der pHi-Recovery subkultivierter Pansenepithelzellen ohne DIDS
(Kontrolle) und in Anwesenheit von 100 µM DIDS in HCO3
--haltiger Lösung
11 min nach intrazellulärer Übersäuerung durch CO2 ()pHi nach 11 min)
(Mittelwerte mit SEM; n = 4; a, b: p < 0,01; pHe: 7,35)
4.3.3 Zusammenfassung der Befunde
Die Ergebnisse der in den Kapiteln 4.3.1 und 4.3.2 dargestellten Untersuchungen lassen sich wie folgt
zusammenfassen:
1. Der Wechsel von HCO3
--freier, HEPES-gepufferter Lösung in CO2/HCO3
--gepufferte
Lösung führte sowohl bei primär- als auch bei subkultivierten Pansenepithelzellen zu einer
intrazellularen Übersäuerung (Abb. 23, 24).
2. Die CO2-induzierte pHi-Absenkung war im HCO3
--haltigen Medium (bei den Zellen beider
Kultivierungsformen) gefolgt von einer fast vollständigen pHi-Gegenregulation (Abb 23, 24).
3. Die Anwesenheit von 100 µM DIDS hemmte die pHi-Recovery primär- und subkultivierter
Pansenepithelzellen nach intrazellulärer Ansäuerung in CO2/HCO3
--gepufferter Lösung
hochsignifikant, verglichen mit den Kontrollwerten (Abb. 26, 28).
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4.4 Hemmung des Laktattransports an primärkultivierten Pansenepithelzellen
Der letzte experimentelle Abschnitt sollte Informationen darüber liefern:
1. ob Laktat, das durch den intensiven intrazellulären Katabolismus kurzkettiger Fettsäuren
(insbesondere Propionat) entsteht, den intrazellulären pH-Wert von Pansenepithelzellen
negativ beeinflusst und wenn ja, 
2. ob intrazellulär akkumuliertes Laktat im Sinne einer pHi-Gegenregulation aus der Zelle
geschleust werden, und wenn ja, über welchen (Transport-) Mechanismus dies erfolgt.
4.4.1 Einfluss von Laktat
Im 1. Teil dieser Untersuchungen wurde der Einflusses von Laktat auf den intrazellulären pH-Wert
primärkultivierter Pansenepithelzellen charakterisiert. Hierzu wurden diese (nach 4-minütiger
Aufzeichnung des pHi) aus Standardpufferlösung (Tab. A3) in eine 20 mM D/L-laktathaltige
Pufferlösung (Tab. A3) überführt.
Die Zellen hatten in diesem experimentellen Ansatz einen Ausgangs-pHi-Wert von 7,43 ± 0,04 (n =
6; N = 3). Durch den Wechsel in die 20 mM D/L-laktathaltige Pufferlösung kam es zum - im Vergleich
zu n-Butyrat und CO2 (siehe Abb. 15 u. 23) - langsamen Absinken des intrazellulären pH-Wertes
(Abb. 29). Der pHi-Wert fiel dabei innerhalb der 5-minütigen Aufzeichnung hochsignifikant um












Abb. 29: Wirkung von 20 mM D/L-Laktat auf den intrazellulären pH-Wert primärkultivierter
Pansenepithelzellen in HEPES-gepufferter Lösung
(Mittelwerte mit SEM; n = 6; N = 3; pHe: 7,2)
4.4.2 Wirkung von pCMBS und Phloretin im laktathaltigen Puffer
In Abb. 29 ist erkennbar, dass Laktat zu einer intrazellulären Ansäuerung primärkultivierter
Pansenepithelzellen führt. Da Laktat an vielen anderen Zellarten über einen H+/Monokarboxylat-
Kotransporter (MCT) in die Zelle bzw. aus der Zelle gelangt (Poole und Halestrap 1993), sollte in
einem weiteren Versuchsansatz geklärt werden, ob es an Pansenepithelzellen ebenfalls zur Ausbildung
dieses Transportproteins kommt. Dazu wurden den Versuchspufferlösungen 400 µM pCMBS oder
20 µM Phloretin, typische Hemmstoffe des MCT (Poole und Halestrap 1993; Wang et al. 1996),
zugesetzt.
Die Applikation von 400 µM pCMBS oder 20 µM Phloretin führte zu einer Hemmung der initialen
Rate der pHi-Absenkung durch 20 mM D/L-Laktat (Abb. 30, 31). In Anwesenheit von 400 µM
pCMBS oder 20 µM Phloretin war der laktatinduzierte pHi-Abfall innerhalb von 1 min im Vergleich




























Abb. 30: Einfluss von 400 µM pCMBS auf die laktatinduzierte intrazelluläre Ansäuerung
primärkultivierter Pansenepithelzellen in HEPES-gepufferter Lösung
(Mittelwerte mit SEM; n = 6; N = 3; pHe: 7,2)
Abb. 31: Einfluss von 20 µM Phloretin auf die laktatinduzierte Absenkung des pHi
primärkultivierter Pansenepithelzellen in HEPES-gepufferter Lösung






















Abb. 32: Einfluss von 400 µM pCMBS sowie 20 µM Phloretin auf die laktatinduzierte pHi-
Absenkung primärkultivierter Pansenepithelzellen nach 1 min ()pHi  nach
1 min)
(Mittelwerte mit SEM; n = 6; N = 3; a, b: p < 0,01; pHe: 7,2)
4.4.3 Elimination von Laktat aus der Zelle
Da unter physiologischen Bedingungen die Ausschleusung von Laktat eine bedeutende Rolle für die
Pansenepithelzellen besitzt (siehe Kap. 2.1.2), sollte im abschließenden Teil der Untersuchungen
offengelegt werden, ob intrazellulär akkumuliertes Laktat aus der Zelle eliminiert werden kann, um
einer intrazellulären Übersäuerung entgegenzuwirken.
Zur intrazellulären Anreicherung von Laktat erfolgte zunächst eine 45-minütige Vorinkubation der
primärkultivierten Pansenepithelzellen in 20 mM D/L-laktathaltiger Pufferlösung. Anschließend wurde
der pHi 4 min in der 20 mM D/L-laktathaltigen Pufferlösung aufgezeichnet. Die Inkubation mit 20 mM
D/L-Laktat bewirkte ein Absinken des intrazellulären pH-Wertes auf 7,24 ± 0,04. Nach Überführung
in laktatfreie Pufferlösung kam es zu einem hochsignifikanten Anstieg des intrazellulären pH-Wertes um
0,17 ± 0,03. Die pHi-Recovery verhielt welcher sich dabei spiegelbildlich dem pHi-Absinken nach












Abb. 33: Erholung des intrazellulären pH-Wertes durch Wechsel der primärkultivierten
Pansenepithelzellen aus 20 mM D/L-laktathaltiger Pufferlösung in laktatfreie
Pufferlösung (nach 45-minütiger Vorinkubation mit 20 mM D/L-laktathaltiger
Pufferlösung)
(Mittelwerte mit SEM; n = 6; N = 3; pHe: 7,2; HEPES-gepufferter Lösungen)
4.4.4 Wirkung von pCMBS und Phloretin auf die Elimination von Laktat
Durch Einsatz von 400 µM pCMBS oder 20 µM Phloretin sollte nun geprüft werden, ob die
Ausschleusung von Laktat aus den primärkultivierten Pansenepithelzellen ebenfalls über einen
H+/Monokarboxylat-Kotransporter vermittelt wird (siehe 4.4.2).
Beide Hemmstoffe führten in den angegeben Konzentrationen zu einer Hemmung der pHi-Recovery
nach Überführung der mit D/L-Laktat vorinkubierten Zellen in die laktatfreie Pufferlösung (Abb. 33,
34). Durch Zugabe von pCMBS oder Phloretin war der pHi-Anstieg innerhalb von 1 min




























Abb. 34: Einfluss von 400 µM pCMBS auf die durch den Laktatausstrom induzierte pHi-
Recovery primärkultivierter Pansenepithelzellen in HEPES-gepufferter Lösung
(Mittelwerte mit SEM; n = 6; N = 3; pHe: 7,2)
Abb. 35: Einfluss von 20 µM Phloretin auf die durch den Laktatausstrom induzierte pHi-
Recovery primärkultivierter Pansenepithelzellen in HEPES-gepufferter Lösung





















Abb. 36: Einfluss von 400 µM pCMBS sowie 20 µM Phloretin auf die pHi-Recovery
1 min nach Überführung der primärkultivierten Pansenepithelzellen aus 20 mM D/L-
laktathaltiger Pufferlösung in laktatfreie Pufferlösung ()pHi nach 1 min)
(Mittelwerte mit SEM; n = 6; N = 3; a, b: p < 0,01; pHe: 7,2; HEPES-gepufferte
Lösungen)
4.4.5 Zusammenfassung der Befunde
Die Befunde aus den in den Kapiteln 4.4.1-4.4.4 dargestellten experimentellen Untersuchungen
zeigten:
1. dass D/L-Laktat (20 mM) zur intrazellulären Ansäuerung primärkultivierter Pansenepithelzellen
führte (Abb. 29);
2. dass die laktatinduzierte pHi-Absenkung sowohl pCMBS- als phloretinsensitiv war (Abb. 30-
32);
3. dass intrazellulär akkumuliertes Laktat in laktatfreier Pufferlösung aus der Pansenepithelzelle
eliminiert werden konnte, was zu einer Erholung des intrazellulären pH-Wertes führte (Abb.
33);




Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte erstmals eine eingehende Charakterisierung der Regulation des
intrazellulären pH-Wertes am Pansenepithel. Dabei erwiesen sich sowohl primärkultivierte- als auch
subkultivierte Pansenepithelzellen als geeignete Modelle für die pHi-Untersuchung. Die Ergebnisse
liefern Erkenntnisse über die Beeinflussung des intrazellulären pH-Wertes durch kurzkettige
Fettsäuren, CO2 und Laktat, das im intrazellulären SCFA-Katabolismus entsteht. Weiterhin zeigte
sich, dass Pansenepithelzellen effektive pHi-Regulationsmechanismen exprimieren, die eine letale
intrazelluläre Azidifizierung, ausgehend von der permanenten Säurebelastung, verhindern.
5.1 Primär- und subkultivierte Pansenepithelzellen als Modelle für die Untersuchung des
intrazellulären pH-Wertes
Im ersten Versuchsabschnitt ging es zunächst um die Etablierung der Primär- und Subkultivierung von
Pansenepithelzellen. Dabei gelang es, Pansenepithelzellen zu kultivieren (Primärkultur) und auch zu
passagieren und somit eine permanente Subkultur anzulegen. 
Dass es sich bei beiden Kultivierungsformen um Zellen epithelialen Charakters handelt, wird durch
positiven Nachweis von Zytokeratinen, den typischen Intermediärfilamenten des Epithels (Mackenzie
und Gao 1996), demonstriert (Abb. 5, 6, 7). Untersuchungen von Gálfi et al. (1993) lieferten
vergleichbare Ergebnisse. Die Autoren isolierten und kultivierten Zellen vom Pansen des Schafes mit
einer ähnlichen Methode (siehe Kap. 3.2). Mittels immunhistochemischen Untersuchungen, unter
Verwendung des gleichen Zytokeratin-Antikörpers (siehe Kap. 3.3), wiesen Gálfi et al. (1993)
ebenfalls die epitheliale Abstammung der kultivierten Pansenzellen nach.
Aufgrund der vielen Zellschichten und der starken Verhornung konnte isoliertes Pansenepithel bisher
nicht  mit dem pHi-sensitiven Fluoreszenzfarbstoff BCECF beladen werden, um direkte Messungen
des intrazellulären pH-Wertes durchzuführen (persönliche Mitteilung R. Busche). 
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In der vorliegenden Arbeit gelang die intrazelluläre Anreicherung von BCECF in primär- und
subkultivierten Pansenepithelzellen. Da die Zellen beider Kultivierungsformen Übereinstimmungen in
der Regulation ihres intrazellulären pH-Wertes zeigten (Übersicht in Kap. 4.2.5 und 4.3.3), scheinen
sowohl Primär- als auch Subkulturen geeignete Modelle für Studien der pHi-Regulation in
Pansenepithelzellen zu sein.
Nachteilig ist allerdings, dass es bisher - neben einem mehrschichtigen Wachstum - keine Hinweise für
eine Polarisierung von Pansenepithelzellen in Kultur gibt (Gálfi et al. 1993 und Gäbel et al. 1996). In
Untersuchungen an Zellen, die auf permeablen Trägern angezüchtet wurden, konnte kein transzelluläres
Potential nachgewiesen werden (Voruntersuchungen im eigenen Institut), was ebenfalls gegen ein
polarisierendes Wachstum in Kultur spricht. Diese Annahme wurde durch elektronenmikroskopische
Untersuchungen im Veterinär-Anatomischen Institut der Universität Leipzig (Prof. Seeger und Dr.
Kacza) an konfluent gewachsenen Subkulturen unterstützt. Die Kulturen wiesen sehr große
Interzellularräume und nur lose Zellverbindungen auf.
Wegen des Fehlens einer Polarisierung kann keine definitive Aussage über die apikale oder
basolaterale Lokalisation der pHi-regulierenden Transportsysteme getroffen werden. Dennoch
erlauben die Ergebnisse zusammen mit Literaturdaten, insbesondere von Transportuntersuchungen am
Pansenepithel mittels Ussing-Kammer und pHi-Untersuchungen an Epithelzellen des
Gastrointestinaltraktes, ein Modell der pHi-Regulation in Pansenepithelzellen vorzuschlagen (siehe
Abb. 37).
Da sich primär- und subkultivierte Zellen in der Regulation ihres intrazellulären pH-Wertes nahezu
gleich verhielten, wird in den Abschnitten 5.2 und 5.3 zunächst nicht zwischen den Kultivierungsformen
unterschieden. Später (Kap. 5.5) erfolgt dann eine zusammenfassende und vergleichende Betrachtung.
66Diskussion
5.2 pHi-Regulation im CO2/HCO3--freien Medium
5.2.1 Stimulation des Na+/H+-Austauschers durch NH4+/NH3
Intrazelluläre Azidifizierung durch NH4+/NH3
Da einige pHi-Regulationsmechanismen unter physiologischen Bedingungen relativ inaktiv sind, ging es
zunächst darum, diese Systeme mittels Säurebeladung zu aktivieren, um sie somit besser
charakterisieren zu können. Eine etablierte Methode zur intrazellulären Ansäuerung ist der NH4
+/NH3-
Präpuls (Boron und de Weer 1976; Roos und Boron 1981). Da die Untersuchung der Mechanismen,
welche die pHi-Veränderungen während des NH4
+/NH3-Pulses induzierten (Abb.7, 8), nicht
Gegenstand der vorliegenden Arbeit war, soll hierauf nur kurz eingegangen werden.
Übereinstimmend mit pHi-Untersuchungen an anderen Zellarten (Köttken et al. 1994; Teleky et al.
1994), konnten Pansenepithelzellen mit Hilfe eines 20 mM NH4
+/NH3-Präpulses azidifiziert werden.
In Abb. 7 und 8 ist dargestellt, dass extrazelluläres NH4
+/NH3 (20 mM) zunächst zu einem
sprunghaften Anstieg des intrazellulären pH-Wertes führte. Dies ist vermutlich durch eine schnelle
passive Permeation der lipophilen Base NH3 von extra- nach intrazellulär verursacht. In der Folge
bindet NH3 intrazellulär freie Protonen (Roos und Boron 1981). Dem Anstieg des pHi folgte eine
langsame Azidifizierung. Es wird angenommen, dass die Ansäuerung infolge des langsamen Eintritts des
schlecht permeierenden NH4
+ erfolgt und/oder durch Regulationsmechanismen der Zelle (Boron und
de Weer 1976). Die sprunghafte Ansäuerung des Zytosols nach Entfernung von NH4
+/NH3 (Abb. 7,
8) ist durch die schnelle Diffusion von NH3 aus der Zelle verursacht, wobei die freiwerdenden H
+ in
der Zelle zurückbleiben (Boron und de Weer 1976; Teleky et al. 1994).
pHi-Recovery nach NH4+/NH3-Präpuls
Der intrazellulären Ansäuerung nach NH4
+/NH3-Präpuls folgte eine pHi-Gegenregulation (Abb. 7, 8).
Da diese Untersuchungen in Abwesenheit von HCO3
- durchgeführt wurden, ist eine Beteiligung HCO3
-
-importierender Transportsysteme (siehe Kap. 3.2.2) an der Erholung des pHi  ausgeschlossen. Es
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wurde daher angenommen, dass die pHi-Recovery nach intrazellulärer Übersäuerung im HCO3
--freien
Medium über die Aktivierung eines Na+/H+-Austauschers, der Protonen im Austausch für Na+ aus der
Zelle schleust, vermittelt ist. 
Um diese Annahme zu überprüfen, wurden 10 µM EIPA oder 200 µM HOE-694 angewendet,
spezifische Hemmstoffe des Na+/H+-Austausches (Noél und Pouysségur 1995). Die beobachtete
Blockierung der pHi-Gegenregulation in Anwesenheit von 10 µM EIPA oder 200 µM HOE-694
belegt die Existenz eines pHi-regulierenden Na
+/H+-Austauschers (Abb. 9, 10, 12, 13). Dass der
Na+/H+-Austauscher der Haupt-Regulationsmechanismus des pHi in Abwesenheit von HCO3
- ist, wird
durch die über 50-prozentige Hemmung der pHi-Recovery nach EIPA- und HOE-694-Zugabe
dokumentiert (Abb. 11, 14). 
Untersuchungen an vielen anderen Epithelzellarten zeigten übereinstimmend, dass eine intrazelluläre
Azidifizierung im HCO3
--freien Medium einen Na+/H+-Austauscher aktiviert  (Tobey et al. 1993;
Köttken et al. 1994; Teleky et al. 1994). 
Aufgrund der fehlenden Polarisierung von Pansenepithelzellen in der Kultur (vgl. Kap. 5.1) ist die
Frage nach der Isoform und Lokalisation des Na+/H+-Austauschers nur schwierig zu beantworten. In
polarisierenden Epithelzellen wurden bisher vier verschiedene Isoformen nachgewiesen (NHE1,
NHE2, NHE3 und NHE4), die entweder in der apikalen (Knickelbein et al. 1990) oder basolateralen
Seite der Zellmembran lokalisiert sind (Montrose et al. 1987; Vilella et al. 1992; Busche et al. 1993).
Der basolateral lokalisierte NHE1 übernimmt dabei vorrangig die Funktion der pHi-Regulation und
des Zellvolumens, während die apikal lokalisierten epithelialen Isoformen NHE2, NHE3 und NHE4
auf den transepithelialen Na+-Transport spezialisiert sind (Noél und Pouysségur 1995). Folglich ist es
am wahrscheinlichsten, dass der basolateral lokalisierte NHE1 als Haupt-pHi-Regulationsmechanismus
der Pansenepithelzelle fungiert, da er die pHi-sensitivste Isoform ist (Noél und Pouysségur 1995) und
den pHi in verschiedenen Epithelzellen effizient reguliert (Montrose et al. 1987; Vilella et al. 1992;
Busche et al. 1993). Diese Annahme bekräftigen auch die Untersuchungen von Butter (1997) am
isolierten Pansenepithel mittels Ussing-Kammern. Aufgrund ihrer Befunde postuliert die Autorin die
Existenz eines amiloridhemmbaren basolateralen Na+/H+-Austauschers für das  Pansenepithel. Obwohl
andererseits Befunde aus Transportstudien am Pansenepithel die Existenz eines apikalen Na+/H+-
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Austauschers am Pansenepithel belegen (Gäbel et al. 1991; siehe Kap. 5.2.2), steht dies nicht im
Widerspruch zu der oben aufgestellten These. Vielmehr bestätigt sich damit, in Übereinstimmung mit
anderen intestinalen Epithelzellarten (Knickelbein et al. 1990; Bookstein et al. 1994), das Modell der
parallelen Existenz unterschiedlicher NHE-Isoformen (Noél und Pouysségur 1995). So könnte die
basolateral lokalisierte NHE1-Isoform vorrangig an der Regulation des intrazellulären pH-Wertes der
Pansenepithelzellen beteiligt sein, während der apikale Na+/H+-Austauscher (NHE2, NHE3 oder
NHE4) auf den Transport von Na+ über das Pansenepithel spezialisiert ist. 
5.2.2 Stimulation des Na+/H+-Austauschers durch n-Butyrat
Intrazelluläre Übersäuerung durch n-Butyrat
Die Untersuchungen zeigten, dass die extrazelluläre Zugabe von 20 mM n-Butyrat zu einer
intrazellulären Ansäuerung in Pansenepithelzellen führt, gefolgt von einer pHi-Gegenregulation. (Abb.
15, 16).
Zunächst soll hier näher auf den Mechanismus der butyratbedingten intrazellulären Ansäuerung
eingegangen werden. Befunde aus Transportstudien an isolierten Pansenepithelien weisen auf zwei
mögliche Wege der Aufnahme von SCFA in Pansenepithelzellen hin:
1) Passive Diffusion von kurzkettigen Fettsäuren in protonierter Form (Gäbel et al. 1991; Gäbel und
Sehested 1997). Aufgrund der Kettenlänge, die direkt mit der Lipophilität korreliert, ist die
Zellmembran unterschiedlich gut permeabel für Azetat, Propionat und n-Butyrat. So weisen
Untersuchungen von Gäbel (1988) und John (1996) daraufhin, dass n-Butyrat besser über die
Pansenzellmembran diffundiert als Propionat und dieses wiederum besser als Azetat. 
2) Tranport von SCFA in die Zelle mittels eines SCFA-/HCO3
--Austauschers (Kramer et al.1 996).
Untersuchungen von John (1996) sprechen dafür, dass dieser Weg vorrangig von Azetat genutzt wird,
wohingegen das lipophilere n-Butyrat vorrangig undissoziiert über die Pansenzellmembran diffundiert.
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n-Butyrat könnte also über Transfer von Protonen in die Zelle und/oder über eine Verminderung der
intrazellulären Pufferkapazität durch Austausch von intrazellulärem HCO3
- (pK . 6,1) für
Butyratanionen (pK . 4,8) zur intrazellulären Übersäuerung geführt haben. 
Der abrupte pHi-Abfall durch die n-Butyratzugabe spricht im Zusammenhang mit den Befunden von
John (1996) für einen schnellen Protonentransfer durch Diffusion der lipophilen Säure (Abb. 15, 16).
Eine langsamere Azidifizierung durch Aufnahme von Butyratanionen, gekoppelt an eine Ausschleusung
von HCO3
-, ist aber nicht auszuschließen. So wäre denkbar, dass dieser Prozess zeitgleich mit der
zellalkalisierenden pHi-Recovery ablief und damit einerseits konträr der pHi-Gegenregulation agierte
und andererseits aber auch von dieser überdeckt wurde (Abb. 15, 16).
pHi-Recovery nach intrazellulärer Übersäuerung durch n-Butyrat
Die intrazelluläre Ansäuerung durch 20 mM n-Butyrat führte (vgl. Kap. 5.2.1) zu einer Aktivierung
zellalkalisierender pHi-Regulationsmechanismen, das heißt, die pHi-Absenkung induzierte nachfolgend
eine pHi-Recovery (Abb. 15, 16). Ob die Erholung des intrazellulären pH-Wertes über die
Aktivierung eines Na+/H+-Austauschers vermittelt war, wurde wiederum durch die Anwendung
spezifischer Hemmstoffe überprüft. So war die pHi-Recovery in Anwesenheit von 10 µM EIPA
(Subkulturen bei 50 µM EIPA) oder 200 µM HOE-694 um über 50% gehemmt. Übereinstimmend
mit pHi-Untersuchungen an Kolonzellen (De Soignie und Sellin 1994; Montrose und Chu 1997) zeigen
diese Befunde, dass eine intrazelluläre Ansäuerung durch kurzkettige Fettsäuren zur effektiven
Aktivierung eines Na+/H+-Austauschers im HCO3
--freien Medium führt.
Dass kurzkettige Fettsäuren zu einer Stimulation eines Na+/H+-Austauschers führen, belegen auch
Fluxstudien am isolierten Pansenepithel mittels Ussing-Kammern (Gäbel et al. 1991). In diesen
Untersuchungen erhöhten kurzkettige Fettsäuren den Na+-Transport über eine Aktivierung des
apikalen Na+/H+-Austauschers. 
Wie in Kap. 5.2.1 bereits diskutiert liegt, die Vermutung nahe, dass die pHi-Revovery nach n-
Butyratzugabe in der vorliegenden Untersuchung vorrangig durch Aktivierung des ubiquitären, von
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Butter (1997) postulierten basolateralen NHE1 erfolgte, da dieser die pHi-sensitivste Isoform darstellt
(vgl. Kap. 5.2.1). 
5.3 pHi-Regulation im CO2/HCO3--haltigen Medium 
Intrazelluläre Azidifizierung durch CO2
Der Wechsel von CO2/HCO3
--freier zu CO2/HCO3
--haltiger (5%/20 mM) Inkubationslösung führte
zu einer Absenkung des intrazellulären pH-Wertes (Abb. 23, 24). Diese an Pansenepithelzellen
gemachte Beobachtung deckt sich mit Befunden an Kolonzellen (Teleky et al. 1994) und Epithelzellen
des Ösophagus (Tobey et al. 1993), wo CO2/HCO3
- ebenfalls eine intrazelluläre Azidifizierung
induzierte. Da CO2 biologische Membranen leicht permeieren kann, ist in Übereinstimmung mit den
Befunden an den erwähnten Zellarten davon auszugehen, dass extrazelluläres CO2 über die
Zellemembran diffundiert und intrazellulär durch die Karboanhydrase in H2CO3 umgewandelt wird
(Das Vorhandensein des Enzyms Karboanhydrase zeigten Untersuchungen von Gálfi et al. 1981 an
histologischen Schnitten und an isolierten Pansenepithelzellen). H2CO3 dissoziiert anschließend schnell
in H+ und HCO3
-. 
Der Anstieg der intrazellulären Protonenkonzentration spiegelt sich in der beobachteten intrazellulären
Übersäuerung wieder, die zu einer Stimulierung zellalkalisierender pHi-Regulationsmechanismen führte.
Dass das darauffolgende Entfernen von extrazellulärem CO2/HCO3
- zur Alkalisierung des Zytosols
führte, begründet sich aus der Umkehr des CO2-Gradienten, das heißt die “Säure“ CO2 diffundiert aus
der Zelle und erhöht damit den pHi (Abb.23, 24). Diese intrazelluläre Alkalisierung induzierte eine
Aktivierung zellazidifizierender  Systeme. Da azidifizierende pHi-Regulationsmechanismen nicht
Gegenstand der Arbeit waren, erfolgte hierzu keine weitere Charakterisierung, so dass in den
folgenden Abschnitten auch nicht näher auf diese Systeme eingegangen werden soll.
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Mechanismen der pHi-Gegenregulation nach intrazellulärer Azidifizierung durch CO2
Im Gegensatz zur Regulation des intrazellulären pH-Wertes im CO2/HCO3
--freien Medium (siehe
Kap. 5.2), erfolgte die pHi-Recovery nach intrazellulärer Azidifizierung in Anwesenheit von
CO2/HCO3
- (5%/20 mM) vorrangig über die Aktivierung eines HCO3
--importierenden
Transportsystems. Diese Schlussfolgerung belegt der Befund, dass DIDS, ein Hemmstoff von HCO3
--
Transportsystemen (Lepke et al. 1976), die pHi-Gegenregulation nach Ansäuerung durch CO2 im
CO2/HCO3
--haltigen Medium fast vollständig blockierte (Abb. 26, 28). Aus pHi-Untersuchungen an






c) ein Na+-abhängiger Cl-/HCO3
--Austauscher.
Inwiefern diese Transporter an der pHi-Recovery nach CO2-induzierter Ansäuerung im CO2/HCO3
--
haltigen Medium beteiligt sein könnten, soll im Folgenden erörtert werden:
- Cl-/HCO3
--Austauscher
Untersuchungen an isolierten Krypten- und Villuszellen des Ileums (Sundaram et al. 1991), an
Ösophagusepithelzellen (Tobey et al. 1993) und an Zäkum- und Kolonepithelzellen des
Meerschweinchens (Busche et al. 1997) charakterisierten diesen Austauscher als zellazidifizierendes
System. In den aufgeführten Zellarten wurde der Cl-/HCO3
--Austauscher nach intrazellulärer
Alkalisierung aktiviert, das bedeutet, er schleust HCO3
- aus der Zelle. 
Neben der Charakterisierung als zellazidifizierendes System in verschiedenen Epithelzellen sprechen
auch die Konzentrationsgradienten von Cl- und HCO3
- dagegen, dass die pHi-Recovery in der
vorliegenden Arbeit über einen Import von HCO3
- durch einen Cl-/HCO3
--Austauscher vermittelt war.
Nimmt man - ausgehend von anderen Zellarten (Lang 1996) - eine intrazelluläre Cl--Konzentration von
ca. 10 mM an und setzt die verwendete extrazelluläre Cl--Konzentration (89 mM) dazu ins Verhältnis,
so ergibt sich ein Cl--Gradient von ca. Cl-extrazellulär:Cl
-
intrazellulär . 9:1. Die Berechnung der intra- und
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extrazellulären HCO3
--Konzentrationen erfolgt nach Umstellung der Henderson-Hasselbalch-
Gleichung auf Grundlage der eingestellten Versuchsbedingungen:
[HCO3
-] = 10pH-pK × 0,03 × pCO2
[HCO3
-] = Bikarbonatkonzentration in mM
pHextrazellulär = 7,35
pHintrazellulär = 7,1 (nach intrazellulärer Ansäuerung durch CO2; siehe Abb. 23 und 24)
pK = 6,1
pCO2 . 5 kPa . 38 mm Hg (bei 5% CO2)
0,03 = Löslichkeit von CO2 in physiologischen Flüssigkeiten
Entsprechend dem vorangegangenen Rechenmodell ergibt sich eine intrazelluläre HCO3
--
Konzentration von ca. 11 mM und eine extrazelluläre HCO3
--Konzentration von ca. 20 mM und somit




intrazellulär von ca. 1,8:1. 
Vergleicht man nun die Gradienten für Cl- und HCO3
- miteinander wird ersichtlich, dass der nach
intrazellulär gerichtete Cl--Gradient ca. 4-fach höher ist als der nach intrazellulär gerichtete HCO3
--
Gradient. Bei einer Stöchiometrie von 1:1 wird der Cl-/HCO3
--Austauscher unter den vorgegebenen
physiologischen Bedingungen daher immer Cl- im Austausch mit HCO3
- in die Zelle schleusen und
somit als zellazidifizierender Mechanismus fungieren.
Fluxstudien an isolierten Pansenepithelien belegen die Existenz eines Cl-/HCO3
--Austauschers auch am
Pansenepithel (Würmli et al. 1987; Kramer et al. 1996). Allerdings zeigte der Transporter, in
Übereinstimmung mit den oben aufgeführten Zellarten, in allen Versuchseinstellungen ein potentiell
zellazidifizierendes Verhalten. So ist der Transporter am Pansen an der Resorption von Cl- im
Austausch mit intrazellulärem HCO3





Dieser pHi-Regulationsmechanismus wurde bisher nur an einigen Zellarten nachgewiesen.
Untersuchungen an Kolonkarzinomzellen Köttken et al. (1994) und an Ösophagusepithelzellen Tobey
et al. (1993) charakterisierten den Na+-abhängigen Cl-/HCO3
--Austauscher als bedeutend für die
Erholung des intrazellulären pH-Wertes nach intrazellulärer Übersäuerung. Diese Funktion lässt sich
wie bei dem oben beschriebenen Tranportsystem ebenfalls wieder aus den Gradienten der beteiligten
Ionen über die Zellmembran ableiten. 
Geht man dabei von einer intrazellulären Na+-Konzentration von 15 mM aus (Lang 1996) und setzt
die extrazelluläre Na+-Konzentration dazu ins Verhältnis, ergibt sich ein Gradient von
Na+extrazellulär:Na
+
intrazellulär = 7:1. Betrachtet man zusätzlich die Gradienten von HCO3
- und Cl- (siehe
oben) zeigt sich, dass bei einer Stöchiometrie von 1Na+-2HCO3-/1Cl- die einwärtsgerichteten
Gradienten von Na+ und HCO3
- zusammen größer sind als der einwärtsgerichte Gradient von Cl-.
Daher wird der Na+-abhängiger Cl-/HCO3
--Austauscher unter physiologischen Bedingungen HCO3
-
zusammen mit Na+ in die Zelle transportieren. Die Anreicherung von HCO3
- erhöht die intrazelluläre
Pufferkapazität und kann somit einer intrazellulären Säurebelastung entgegenwirken. 
Da die oben erwähnten Untersuchungen an nichtpolarisierten Zellen durchgeführt wurden, kann über
Lokalisation des Transporters in der Zellmembran (apikale und/oder basolaterale Seite) bisher keine
befriedigende Aussage getroffen werden.
- Na+-HCO3
--Kotransporter
Die Aktivität eines Na+-HCO3
--Kotransporters wurde bisher insbesondere an Epithelzellen
nachgewiesen. So führte eine intrazelluläre Übersäuerung in Kolonepithelzellen (Teleky et al. 1994),
in Epithelzellen des Duodenums (Ainsworth et al. 1996, 1998) und in Alveolarepithelzellen (Lubman
et al. 1995) zu einer effektiven Stimulation dieses Transporters.
Der Na+-HCO3
--Kotransporter fungierte somit als zellalkalisierendes System, das an der basolateralen
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Seite der Zellemembran HCO3
- in die Zelle schleust (Teleky et al. 1995; Lubman et al. 1995). Dass
der Transporter HCO3
- in die Zelle überführt und somit als zellalkalisierender Mechanismus fungiert,
begründet sich daraus, dass unter physiologischen Bedingungen sowohl der Na+- als auch der HCO3
--
Gradient zelleinwärts gerichtet sind (siehe oben). 
Aus den geschilderten Befunden kann geschlossen werden, dass die Normalisierung des intrazellulären
pH-Wertes nach Ansäuerung durch CO2/HCO3
- über die Aktivierung eines DIDS-sensitiven Na+-
HCO3
--Kotransporters und/oder eines DIDS-sensitiven Na+-HCO3
-/Cl--Austauschers erfolgt. Ob ein
Na+-HCO3
--Kotransporter und ein Na+-HCO3
-/Cl--Austauscher nebeneinander in Pansenepithelzellen
exprimiert werden oder nur einer der beiden Transportmechanismen, lässt sich aufgrund der
Versuchsanordnung nicht näher eingrenzen. 
5.4 Laktattransport und intrazellulärer pH-Wert
Schon länger ist bekannt, dass ein beträchtlicher Teil der absorbierten kurzkettigen Fettsäuren schon
im Epithel metabolisiert wird. So reagiert das Pansenepithel auf eine Propionatbelastung der
Freisetzung von Laktat und auf eine n-Butyrat- oder Azetatbelastung mit der Freisetzung von ß-
Hydroxybutyrat (ßHOB) und Azetoazetat (AzAz) (Bugaut 1987). Aus Infusionsversuchen kann dabei
abgeleitet werden, dass Azetat, Propionat und n-Butyrat zu 27-54%, 22-48% bzw. 64-90%
intraepithelial verstoffwechselt werden (Kristensen et al. 1998). 
Da sich Laktat, ßHOB und AzAz durch eine geringe Lipophilität auszeichnen (siehe Tab. 1; Kap.
2.1.2), ist eine passive Diffusion dieser Monokarboxylsäuren nicht bzw. nur in geringem Umfang
möglich. Aufgrund der niedrigen pK-Werte, sind zudem über 99% der Monokarboxylsäuren
dissoziiert (siehe Tab. 1; Kap. 2.1.2). Somit besteht die ständige Gefahr einer intrazellulären
Übersäuerung und zugleich auch einer Belastung des osmotischen Gleichgewichts. Deshalb sollte der
letzte Versuchsabschnitt Aufschluss geben über die seit langem aufgeworfene Fragestellung, wie sich
Pansenepithelzellen von den Monokarboxylsäuren befreien können, die im Zuge der intrazellulären
Energiegewinnung aus SCFA entstehen.
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5.4.1 Intrazelluläre Azidifizierung durch Laktat
In den unter 4.4.1 beschriebenen Untersuchungen wurde zunächst der Einfluss von D/L-Laktat
(20 mM) auf den intrazellulären pH-Wert primärkultivierter Pansenepithelzellen erfasst. Dabei zeigte
sich, dass die Anwesenheit von 20 mM D/L-Laktat zu einer Absenkung des intrazellulären pH-Wertes
um 0,21 ± 0,03 führte (Abb. 29). Da Laktat eine geringe Lipophilität aufweist und bei einem Puffer-
pH-Wert von 7,2 zu über 99% dissoziert vorliegt, weist die intrazelluläre Azidifizierung auf eine H+-
gekoppelte, carriervermittelte Aufnahme von Laktatanionen hin. 
In der Literaturübersicht (Kap. 5.4.1) wurde herausgearbeitet, dass der Transport von Laktat an vielen
Säugetierzellen vorrangig über einen H+/Monokarboxylat-Kotransporter (MCT) erfolgt (Poole und
Halestrap 1993). Ob Pansenepithelzellen ebenfalls einen MCT zum Transport von Laktat und H+ über
die Zellemembran exprimieren, wurde mittels pCMBS oder Phloretin, typischen Hemmstoffen des
MCT (Poole und Halestrap 1993; Wang et al. 1996), untersucht. Sowohl 400 µM pCMBS als auch
20 µM Phloretin hemmten den laktatinduzierten pHi-Abfall signifikant (Abb. 32). Dass beide
Hemmstoffe die intrazelluläre Ansäuerung nach Zugabe von extrazellulärem D/L-Laktat fast vollständig
blockierten belegt, dass ein MCT der Haupt-Transportmechanismus ist, der Laktat über die
Zellmembran schleust.
Die Blockierung der laktatvermittelten intrazellulären Azidifizierung durch pCMBS gibt gleichzeitig
Hinweise auf die Isoform des MCT. Nach Garcia et al. (1995) ist pCMBS ein relativ spezifischer
Hemmstoff des MCT1. Für die Expression der MCT1-Isoform in Pansenepithelzellen sprechen auch
Untersuchungen von Garcia et al. (1995), der mittels immunhistochemischen Studien eine starke
Expression des MCT1 an der basolateralen Membran der Epithelzellen des gesamten
Gastrointestinaltraktes, einschließlich des Magens nachweisen konnte. 
Obwohl die Versuche zum Laktattransport an dieser Stelle abgeschlossen schienen, waren bei näherer
Betrachtung der physiologischen Bedeutung des MCT im Zusammenhang mit den Literaturdaten
weitere funktionelle Studien nötig. So zeigen die vorliegenden Untersuchungen, dass Laktat über einen
H+/Monokarboxylat-Kotransporter in die Pansenzelle aufgenommen werden. Im Gegensatz dazu
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besteht die physiologische Relevanz jedoch in der Auschleusung von Laktat, ßHOB und AzAz, da
diese während des intensiven intrazellulären SCFA-Katabolismus entstehen und damit eine permanente
Belastung des pHi sowie des osmotischen Gleichgewichtes in der Pansenepithelzelle darstellen (vgl.
Kap 2.1.2). In der letzten Versuchsserie sollte daher geklärt werden, ob der MCT auch die
Eliminierung von Monokarboxylaten vermittelt.
5.4.2 Belastung des pHi durch endogene Laktatfreisetzung - Mechanismus der pHi-
Recovery
Um eine endogene Laktatfreisetzung zu imitieren, wurden die Zellen für 45 min mit einer D/L-
laktathaltigen Pufferlösung (20 mM) inkubiert. Das Entfernen von extrazellulärem D/L-Laktat führte zur
Erholung des intrazellulären pH-Wertes, der durch die Vorinkubation mit D/L- Laktat auf 7,24 ± 0,03
abgesunken war (Abb. 33). 
Die Tatsache, dass 400 µM pCMBS oder 20 µM Phloretin die pHi-Recovery nach intrazellulärer
Azidifizierung durch Laktat hemmten (Abb. 36), bestätigt die Hypothese, dass intrazelluläres Laktat
über einen MCT aus der Pansenepithelzelle eliminiert werden kann. 
Die Verlauf der pHi-Recovery nach intrazellulärer Laktatbelastung und die pHi-Absenkung nach
extrazellulärer Laktatexposition zeigten einen spiegelbildlichen Verlauf (siehe Abb. 29 und 33). Dass
sowohl pHi-Recovery als auch pHi-Absenkung durch pCMBS und Phloretin blockiert wurden (siehe
Abb. 32 und 36), belegt die Existenz eines MCT, dessen Transportrichtung vom bestehenden
Ionengradienten bestimmt wird.
Ausgehend von den Daten aus der Literatur, die zeigen, dass eine Erhöhung der intraruminalen
Propionat- bzw n-Butyratkonzentration zu einem verstärkten Austreten von Laktat bzw. ß-
Hydroxybutyrat (Kristensen et al. 1998) im Portalblut führt (vgl. dazu auch Kap. 2.1.2), lässt sich mit
den eigenen Befunden folgendes Modell ableiten (siehe zusammenfassendes Modell in Abb. 37):
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1) Kurzkettige Fettsäuren (Azetat, Propionat und n-Butyrat) diffundieren passiv über die
Zellmembran bzw. werden über einen Anionenaustauscher vom Panseninhalt in die
Pansenepithelzelle geschleust (Gäbel und Sehested 1997).
2) Die Pansenepithelzellen nutzen die kurzkettigen Fettsäuren zur Energiegewinnung. Im Zuge des
intrazellulären SCFA-Katabolismus entstehen dabei die schlecht permeierenden, zu über 99%
(bei pHi 7,2-7,4) als Anionen vorliegenden Monokarboxylsäuren, die somit eine Belastung des
intrazellulären pH-Wertes und des osmotischen Gleichgewichtes darstellen.
3) Dieses Problem lösen die Pansenepithelzellen durch Eliminierung der entstehenden
Monokarboxylsäuren über einen H+/Monokarboxylat-Kotransporter (MCT1) in der
basolateralen Zellmembran. Aufgrund der basolateralen Lokalisation hätte der MCT nicht nur
die Aufgabe eine letale intrazelluläre Übersäuerung zu verhindern und das osmotische
Gleichgewicht aufrechtzuerhalten, sondern könnte dadurch den Organismus noch mit der
Restenergie der Metaboliten versorgen.
Das Modell, dass der MCT basolateral lokalisiert ist, beruht einerseits auf der in Kap. 2.1.2, 2.3.3 und
5.4 herausgearbeiteten Literatur. Andererseits gibt es bisher keine Hinweise auf eine aktive Aufnahme
von Laktat aus dem Pansen, d.h. auf einen apikalen MCT. So ist die Verschwindensrate von L-Laktat
aus dem vorübergehend isolierten, gewaschenen Pansen  äußerst gering (Sündermann 1986). Auch In-
vitro-Untersuchungen am isolierten Pansenepithel mittels Ussing-Kammern wiesen nur eine geringe
diffusible Komponente der Aufnahme von Laktat nach (Møller et al. 1997). 
5.5 Vergleich primär- und subkultivierter Pansenepithelzellen
Die Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchungen zeigen, dass die mittels der verwendeten
Methode primär und subkultivierten Zellen epithelialen Ursprungs sind (siehe 4.1).
Als Voraussetzung für die Studien des intrazellulären pH-Wertes gelang es, primär- und subkultivierte
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Pansenepithelzellen mit dem pH-sensitiven Farbstoff BCECF zu beladen und Fluoreszenzsignale des
intrazellulär angereicherten Farbstoffes aufzuzeichnen.
Übereinstimmend konnten die Zellen beider Kultivierungsformen mittels NH4
+ /NH3-Präpuls
(20 mM) angesäuert werden (siehe 4.2.1) und reagierten auf extrazelluläres n-Butyrat (20 mM)
ebenfalls mit einer intrazellulären Ansäuerung (siehe 4.2.3).
Die Wiederherstellung des intrazellulären pH-Wertes nach NH4
+/NH3- und butyratinduzierter
Azidifizierung in Abwesenheit von Bikarbonat erfolgt bei primär- und subkultivierten
Pansenepithelzellen über die Aktivierung eines EIPA- und HOE-sensitiven Na+/H+-Austauschers
(siehe 4.2.2 und 4.2.4).
Extrazelluläres CO2/HCO3
- (5%/20 mM) führte bei beiden Kultivierungsformen zu einer intrazellulären
Azidifizierung. 
Die Wiederherstellung des pHi erfolgte bei den Primär- und Subkulturen durch ein oder zwei DIDS-
sensitive, zellalkalisierende HCO3
--Transportsystem(e) (siehe 5.3).
Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Regulation des intrazellulären pH-Wertes primär-
und subkultivierter Pansenepithelzellen prinzipiell über die gleichen Mechanismen erfolgt. Trotz der
langen Kultivierungsperiode bleiben die pHi-regulierenden Transportsysteme  in hochpassagierten
Pansenepithelzellen erhalten. Die Etablierung der Subkultur von Pansenepithelzellen als Zellmodell für
die Regulation des pHi ist dahingehend vorteilhaft, dass diese Zellen permanent für Untersuchungen zur
Verfügung stehen und sehr schnell wachsen (siehe Kap. 3.2.2). 
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5.6 Zu berücksichtende Kriterien bei der Übertragung der Ergebnisse auf die In-vivo-
Verhältnisse
Lokalisation der pHi-regulierenden Transportsysteme
Zu beachten ist, dass die fehlende Polarisation der kultivierten Pansenepithelzellen keine eindeutige
Aussage über die Lokalisation der pHi-Regulationsmechanismen im Pansenepithel zulässt. Das in Abb.
37 dargestellte Modell wurde daher im Zusammenhang mit Befunden aus Transportuntersuchungen am
Pansenepithel sowie pHi-Studien an polarisierenden Epithelzellen erstellt. 
Umfang der Säurebelastung
In der experimentellen Arbeit wurden der Einfluss von 20 mM n-Butyrat auf den intrazellulären pH-
Wert und die Aktivierung gegenregulierender Mechanismen in Abwesenheit von Bikarbonat getestet.
Dabei ist einerseits zu beachten, dass die Belastung in vivo zwar wesentlich größer ist, da die
Gesamtkonzentration an kurzkettigen Fettsäuren im Pansen zwischen 60-150 mM liegt (Gäbel 1988;
Bergman 1990). Andererseits steht dem Pansenepithel in vivo permanent Bikarbonat als puffernde
Substanz vom Blut und vom Panseninhalt zur Verfügung.
Die Belastung des pHi durch CO2 ist in vivo wesentlich größer. In der vorliegenden Arbeit wurden die
Pufferlösungen mit 5% CO2/95% O2 begast, d.h. in der Inkubationslösung herrschte ein pCO2 von ca.
5kPa und eine HCO3
--Konzentration von 20 mM (siehe Kap. 5.3). Der intraruminale pCO2 erreicht
dahingegen Werte bis zu 85 kPa (Counotte 1981).
In den vorliegenden Untersuchungen erfolgte die Stabilisierung des intrazellulären pH-Wertes nach
Ansäuerung durch 20 mM n-Butyrat in Abwesenheit von HCO3
- vorrangig über einen Na+/H+-
Austauscher. Die intrazelluläre Azidifizierung durch CO2/HCO3
- (5%/20 mM) wurde über ein oder
mehrere zellalkalisierende HCO3
--Transportsystem(e) gegenreguliert. Da die Konzentrationen an
exogenen Säuren in vivo deutlich über den in dieser Studie eingesetzten Konzentrationen liegt, kann
angenommen werden, dass in vivo sowohl der Na+/H+-Austauscher (siehe 5.2.2) als auch ein oder
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mehrere zellalkalisierende HCO3
--Transportsystem(e) (siehe 5.3) effektiv an der pHi-Regulation
während der SCFA- und CO2-Belastung beteiligt sind.
Im Gegensatz zu den Angaben über SCFA- und CO2-Konzentrationen im Pansen, gibt es über die
Menge an endogen freigesetztem Laktat bisher keine Literaturdaten. Daher kann nicht eingeschätzt
werden, inwieweit die intrazelluläre Anreicherung von Laktat durch Inkubation mit 20 mM D/L-Laktat
in der experimentellen Arbeit den Verhältnissen in vivo entspricht.
5.7 Schlussfolgerungen 
Die vorliegende Arbeit verdeutlicht, dass die im Pansen in enormen Mengen freigesetzten kurzkettigen
Fettsäuren sowie CO2 zu einer permanenten Belastung des intrazellulären pH-Wertes führen.
Zusätzlich wird der pHi  der Pansenepithelzellen durch die endogene Anflutung von
Monokarboxylsäuren, die aus dem intrazellulären SCFA-Katabolismus hervorgehen, belastet. 
Zum Schutz vor einer letalen intrazellulären Übersäuerung, die den Pansenepithelzellen durch die
exogene und endogene Säureanflutung droht, bilden die Zellen verschiedene pHi-regulierende
Transportmechanismen aus. 
So wird die exogene pHi-Belastung über einen Na
+ /H+-Austauscher und ein oder zwei
zellalkalisierende(s) HCO3
--Transportsystem(e) gegengeregelt. Die Aktivität der verschiedenen
Mechanismen erscheint sehr effektiv, da hierbei gleichzeitig Protonen aus der Zelle eliminiert werden
und zusätzlich, durch den Einstrom von Bikarbonat, die intrazelluläre Pufferkapazität erhöht wird. 
Trotz der Effizienz der beschriebenen Transportsysteme bei der Stabilisierung des intrazellulären pH-
Wertes sind sie nicht in der Lage, die Pansenepithelzellen von den endogen gebildeten sauren SCFA-
Kataboliten, d.h. von den Monokarboxylsäuren, zu befreien. Diesem Problem begegnen die
Pansenepithelzellen durch den Einbau eines spezifischen Transportproteins, einem
H+ /Monokarboxylat-Kotransporter (MCT), in die Zellmembran. Der MCT schleust
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Monokarboxylsäuren gekoppelt mit Protonen aus der Zelle ins Blut. Damit hat er wesentlichen Anteil
an der Aufrechterhaltung der pHi-Homöostase der Pansenepithelzelle und versorgt den Organismus
gleichzeitig noch mit der Restenergie aus den sauren SCFA-Kataboliten.
In dem folgenden Modell (Abb. 37), das aus den Befunden der eigenen Arbeit zusammen mit Daten
aus der Literatur erstellt wurde, ist die Beeinflussung und die Regulation des intrazellulären pH-Wertes
von Pansenepithelzellen nochmals zusammenfassend dargestellt. 
Nach diesem Modell diffundieren kurzkettige Fettsäuren über die Zellmembran oder werden im
Austausch mit intrazellulärem HCO3
- in die Zelle geschleust. Dadurch sinkt der intrazelluläre pH-Wert,
was den Na+/H+-Austauscher und den Na+-HCO3
--Kotransporter und/oder den Na+-HCO3
-/Cl--
Austauscher stimuliert. Ein großer Anteil der aufgenommenen SCFA wird intrazellulär zu Laktat, ß-
Hydroxybutyrat und Azetoazetat katabolisiert. Diese schlecht permeablen Monokarboxylsäuren
werden über einen H+/Monokarboxylat-Kotransporter aus der Zelle eliminiert. 
Neben den kurzkettigen Fettsäuren diffundiert das gut membrangängige CO2 nach intrazellulär. Die
zytosolische Karboanhydrase katalysiert die Reaktion von CO2 mit H2O zu H2CO3, die anschließend
in H+ und HCO3
- diffundiert. Die intrazelluläre Ansäuerung durch die Erhöhung der intrazellulären H+-
Konzentration aktiviert den Na+/H+-Austauscher und den Na+-HCO3
--Kotransporter und/oder den
Na+-HCO3





Diskussion   82
 
































Die Epithelzellen der Pansenwand sind einer permanenten und sehr hohen Belastung durch
intraruminale Säuren ausgesetzt. Aufgrund der zahlreichen pH-sensiblen Enzyme im Zytoplasma hätte
eine anhaltende intrazelluläre Übersäuerung letale Folgen für die Zelle. So müssen Pansenepithelzellen
effektive pHi-regulierende Mechanismen exprimieren, um den intrazellulären pH-Wert stabil zu halten.
Daher war es das Ziel der vorliegendenden Arbeit, zu untersuchen, wie Pansenepithelzellen auf eine
Säurebelastung reagieren und welche Mechanismen aktiviert werden, um die Zelle vor einer
Übersäuerung zu schützen. Zu diesem Zweck wurden an kultivierten Pansenepithelzellen
Versuchsserien mit unterschiedlichen Fragestellungen durchgeführt.
Zunächst ging es um die Etablierung der Primär- und Subkultivierung von Pansenepithelzellen. Dabei
gelang es, Zellen zu isolieren, zu kultivieren und zu subkultivieren, so dass eine permanente Subkultur
angelegt werden konnte. Der Nachweis, dass es sich um epitheliale Zellen handelt, wurde durch
positive Zytokeratinfärbung erbracht. Für die pHi-Studien wurden die kultivierten Pansenepithelzellen
mit dem pH-sensitiven Fluoreszenzfarbstoff BCECF beladen und der intrazelluläre pH-Wert mittels
eines Lumineszenzspektrometers aufgezeichnet. 
Die Versuche des ersten Abschnitts sollten den Einfluss von Butyrat sowie die pHi-Regulation in
Abwesenheit von HCO3
- charakterisieren. Dabei wurden folgende Befunde erhoben:
S Die pHi-Gegenregulation nach intrazellulärer Ansäuerung mittels NH4
+/NH3-Präpuls war
durch EIPA (10 µM) oder HOE-694 (200 µM), spezifischen Hemmstoffen des Na+/H+-
Austauschers, hemmbar.
S Butyrat (20 mM) führte zu einer schnellen intrazellulären Ansäuerung. Daraufhin erholte  sich
der intrazelluläre pH-Wert (Recovery).
S EIPA (10 µM) oder HOE-694 (200 µM) hemmten die pHi-Recovery nach butyratinduzierter
intrazellulärer Azidifizierung.
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Die Untersuchungen des zweiten Abschnitts sollten die pHi-Regulation in Anwesenheit von
CO2/HCO3
- (5%/20 mM) charakterisieren und ergaben folgende Befunde:
S CO2 führte zu einer schnellen intrazellulären Ansäuerung, gefolgt von einer Erholung des pHi.
S Die pHi-Gegenregulation nach CO2-induzierter intrazellulärer Ansäuerung war durch 100 µM
DIDS, einem Hemmstoff von HCO3
--Transportsystemen, blockiert.
Der letzte Versuchsabschnitt sollte klären, inwiefern der intrazelluläre pH-Wert durch Laktat, das im
intrazellulären SCFA-Katabolismus entsteht, beeinflusst wird und welcher pHi-
Regulationsmechanismus vorrangig an der Gegenregulation beteiligt ist. Die Untersuchungen brachten
folgende Ergebnisse:
S Extrazellulär zugegebenes Laktat (20 mM) führte zu einer intrazellulären Ansäuerung.
S Nach Entfernung des extrazellulären Laktats erholte sich der intrazelluläre pH-Wert.
S pCMBS (400 µM) oder Phloretin (20 µM), Hemmstoffe des H+/Monokarboxylat-
Kotransporters, hemmten sowohl die laktatinduzierte intrazelluläre Ansäuerung als auch die
pHi-Recovery nach Entfernung von extrazellulärem Laktat.
Die geschilderten Befunden zeigen, dass der intrazelluläre pH-Wert von Pansenepithelzellen durch die
hohen Konzentrationen an intraruminalen SCFA und CO2 stark belastet wird. Neben den exogenen
Säuren stellt der intrazelluläre SCFA-Katabolismus eine weitere Gefahr intrazellulärer Übersäuerung
dar, da hierbei die schlecht membrangängigen Monokarboxylsäuren Laktat, ß-Hydroxybutyrat und
Azetoazetat anfluten.
Schlussfolgerungen:
Um sich vor einer intrazellulären Übersäuerung mit letalen Folgen zu schützen, bilden die Epithelzellen
des Pansens effektive Schutzmechanismen aus. So wird der Protoneneinstrom durch die hohe exogene
Säureanflutung über einen Na+/H+-Austauscher, einen Na+-HCO3
--Kotransporter und/oder einen
Na+-HCO3
-/Cl--Austauscher kompensiert. Dem Problem der endogenen Säurebelastung begegnen die
Pansenepithelzellen durch Expression eines H+/Monokarboxylat-Kotransporter (MCT), der die Zelle
von den Kataboliten des intrazellulären SCFA-Abbaus, d.h. von den Monokarboxylsäuren, befreit.
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6.1 SUMMARY
Effect of weak acids on intracellular pH in ovine ruminal epithelial cells - mechanisms of counter-
regulation 
95 pp., 37 fig., 5 tab., 76 ref., 3 append.
Ruminal epithelial cells are permanently exposed to enormous amounts of intraruminal acids. Since the
latter of cytoplasmic enzymes is highly pH-sensitive, a long lasting intracellular acidification might cause
severe damage and cell death. To maintain a stable cytoplasmic pH, ruminal epithelial cells have to
express effective pH-regulating systems. The aim of this study was to investigate effects of weak acids
on intracellular pH in ruminal epithelial cells and the active mechanisms to prevent intracellular
acidification. Therefore different experiments on cultivated ruminal epithelial cells were performed.
In the first step, primary-cultures and sub-cultures of ruminal epithelial cells had to be established. It
was possible to isolate, cultivate, and subcultivate cells up to a permanent subculture. The epithelial
origin of the cells was determined by positive staining for cytokeratin. For measurement of intracellular
pH, cells were loaded with the pH sensitive dye BCECF. Intracellular pH was recorded by using a
luminescence spectrometer.
In the first set of experiments, effect of butyrate as well as regulation of pHi in the absence of
bicarbonate had to be established. The following results were obtained:
S pHi-counter-regulation following intracellular acidification by NH4
+ /NH3 prepulse was
inhibited by EIPA (10 µM) or HOE-694 (200 µM), specific inhibitors of
Na+/H+ exchange.
S Butyrate (20 mM) led to a rapid fall in pHi. Intracellular acidification was followed by  a pHi
recovery.
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S pHi recovery from butyrate-induced acid load was inhibited by EIPA (10 µM) and HOE-694
(200 µM), respectively.
In the second set of experiments, regulation of pHi in the presence of CO2/HCO3
- (5%/20 mM) was
characterized. The following results were obtained:
S CO2 led to a rapid intracellular acidification, followed by a recovery of pHi.
S pHi recovery from CO2-induced intracellular acidification was blocked by DIDS
(100 µM), a known inhibitor of HCO3
--transporting systems.
In the last set of experiments, influence of lactate - derived from intracellular SCFA catabolism - on
pHi was determined. It had also to be established, which mechanism is mainly expressed to extrude
lactate. The following results were obtained:
S Extracellular lactate (20 mM) led to a intracellular acidification.
S Removing extracellular lactate induced a recovery of pHi.
S Both intracellular acidification and pHi recovery were blocked by pCMBS (400 µM) or
phloretin (20 µM), known inhibitors of H+/monocarboxylate cotransporter (MCT).
The results indicate that intracellular pH of ruminal epithelial cells is highly disturbed by SCFA and
CO2. Additionally to the exogenous acids, the very low lipid-soluble monocarboxylates lactate, ß-
hydroxybutyrate, and acetoacetate derived from intracellular SCFA catabolism are a permanent
source of intracellular acidification.
Conclusions:
To prevent intracellular acidification and cell death, ruminal epithelial cells express effective protective
mechanisms. A Na+/H transporter, a Na+-HCO3
- cotransporter and/or a Na+-HCO3
-/Cl- transporter
compensate the great H+ influx evoked by exogenous acids. Monocarboxylates derived from
intracellular SCFA catabolism can effectively be extruded by a H+/monocarboxylate cotransporter, a
prerequisite for stabilizing pHi in ruminal epithelial cells.
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8 ANHANG
8.1 Trypsinierungslösung und Nährstoffmedien für die Zellanzüchtung
Trypsinierungslösung
•   500 ml Hanks’-gepufferter Salzlösung
•   50 ml Trypsin (25 g × ml-1)
•   0,1 g Na4EDTA
•   5 ml Penicillin/Streptomycin (10000 U × ml-1 Penicillin/10 mg × ml-1 Streptomycin)
Supplementiertes Medium 199
•   100 ml Medium 199 mit Earle’s-Salzen
•   15 ml fötales Kälberserum
•   2 ml HEPES (1 M)
•   0,5 ml Gentamicin (10 mg × ml-1)
•   0,34 ml L-Glutamin (200 mM)
Supplementiertes MEM
•   100 ml MEM mit Earle’s-Salzen
•   10 ml fötales Kälberserum
•   2 ml HEPES (1 M)
•   0,5 ml Gentamicin (10 mg × ml-1)
•   1 ml L-Glutamin (200 mM)
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8.2 Zusammensetzung der Pufferlösungen













KCl 5,4 5,4 5,4 60
CaCl2 × 2H2O 0,6 0,6 0,6 1
MgCl2 × 6H2O 1,2 1,2 1,2 1
NaH2PO4 × H2O 0,6 0,6 0,6
Na2HPO4 × 2 H2O 2,4 2,4 2,4
HEPES-Na 20 20 20 20
Glukose 10 10 10 10
Die Werte der verwendeten Substanzen (siehe Tab. A1 - A3) sind in mM angegeben. 
Die Osmolalität der in Tab. A1 - A3 aufgeführten Pufferlösungen wurde wie unter Erläuterungen zu
Tab 1, 2, 3 u. 4 (Kap. 3.5) mit Mannit auf 280 ± 5 mosmol × kg-1 eingestellt.
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KCl 5,4 5,4 60
CaCl2 × 2H2O 0,6 0,6 1
MgCl2 × 6H2O 1,2 1,2 1
NaH2PO4 × H2O 0,6 0,6
Na2HPO4 × 2 H2O 2,4 2,4
HEPES-Na 20 20
NaHCO3 20
Glukose 10 10 10
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NaCl 80 80 60
K-Glukonat 61,5
NMDG 20 20 20
Na-(DL-)Laktat 20
HCl 20
Glukonsäure 30 30 10
KCl 5,4 5,4 5,4 60
CaCl2 × 2H2O 0,6 0,6 0,6 1
MgCl2 × 6H2O 1,2 1,2 1,2 1
NaH2PO4 × H2O 0,6 0,6 0,6
Na2HPO4 × 2 H2O 2,4 2,4 2,4
HEPES-Na 20 20 20 20
Glukose 2 10
8.3 Hemmstoffe
Tab. A4: Lösungsmittel und Konzentrationen verwendeter Hemmstoffe
Hemmstoff Lösungsmittel Stammlösung Endkonzentration
EIPA Aqua bidest.   5 mM   10 µM
HOE-694 Aqua bidest. 20 mM 200 µM
DIDS Aqua bidest. + DMSO (10 : 1) 10 mM 100 µM
pCMBS Aqua bidest. 50 mM 400 µM
Phloretin Ethanol, absolut 10 mM   20 µM
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